













Université de Montréal 
 
 
Caractérisation de l’activité transcriptionnelle antivirale et 
immunorégulatrice dépendante de STAT2 et IRF9, mais 
indépendante de STAT1, induite par la  




Par Mélissa Mariani 
 
 
Université de Montréal 




Mémoire présenté  
en vue de l’obtention du grade de maîtrise (M. SC.) 













Les cellules épithéliales pulmonaires constituent la première ligne de défense face 
aux virus respiratoires via la sécrétion de mucus, de peptides, de cytokines et chimiokines 
qui déterminent l'élimination ou la progression de l’infection. Les principales cytokines 
antivirales produites par les cellules épithéliales alvéolaires (AEC) sont les interférons (IFN) 
type I (α/β) et III (λ). La liaison d’IFN à son récepteur induit une voie antivirale bien 
caractérisée qui aboutit à l’activation du complexe ISGF3 (STAT1, STAT2 et IRF9) qui 
permet la transcription de multiples gènes codant pour des protéines à activité antivirale et 
immunorégulatrice. Il a récemment été démontré que la costimulation des cellules 
épithéliales pulmonaires par l’IFN et le Tumor Necrosis Factor  (TNF), également 
produit lors d’une infection, synergisent pour induire un état antiviral tardif distinct. D’autre 
part, il a été montré que la synergie entre le TNFet l'IFN induit une voie de signalisation 
impliquant STAT2 et IRF9, mais indépendante de STAT1 permettant l’expression du gène 
DUOX2. Notre but est de déterminer l’importance de cette nouvelle voie de signalisation 
induite par la costimulation du TNF+IFN, impliquant STAT2 et IRF9 indépendamment 
de STAT1 dans la régulation d’un programme transcriptionnel antiviral et immunorégulateur 
tardif. 
Notre premier objectif est de déterminer si des gènes antiviraux et 
immunorégulateurs qui sont induits par la costimulation par TNFIFN sont dépendants 
de la voie STAT2/IRF9, indépendamment de STAT1. En utilisant la technique de qRT-PCR, 
nous avons identifié 3 gènes immunorégulateurs, CXCL10, IDO et APOBEC3G, induits de 
manière synergique en réponse à TNF+IFN dans les cellules A549, un modèle de cellules 
épithéliales pulmonaires. Afin de confirmer que ces gènes sont induits indépendamment de 
STAT1, nous avons validé leur expression dans la lignée cellulaire U3A déficiente en 
STAT1. Par l'utilisation d'ARN interférants (ARNi) dirigés contre STAT2 et IRF9, nous 
avons confirmé que l’induction de ces gènes est dépendante de STAT2 et IRF9 Finalement, 
l’analyse de l’activité du promoteur de CXCL10 en réponse à TNF+IFN par des essais 
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rapporteurs luciférases a permis de montrer que la régulation se fait au niveau 
transcriptionnel. 
 
Notre deuxième objectif, est de déterminer si STAT6 pourrait remplacer STAT1 
dans la voie de signalisation induite par TNFIFN. En effet, STAT6 est un inducteur 
connu de l’expression de DUOX2 en réponse à IL4+IL13Contrairement à notre hypothèse, 
l’inhibition de STAT6 par ARNi augmente l’expression de DUOX2 en réponse à 
TNFIFN suggérant que STAT6 est un régulateur négatif. 
Nos résultats ont permis de comprendre de manière plus détaillée les mécanismes 
mis en place dans le développement d’une réponse antivirale. D’autre part, l’étude de l’effet 
de l’IFN et du TNF est également pertinente pour les maladies chroniques inflammatoires 
et autoimmunes. De plus, nos résultats illustrent un nouveau paradigme concernant les 
mécanismes de signalisation cellulaire impliqués dans la synergie entre deux cytokines qui 
pourrait être applicable à des combinaisons de cytokines autres que TNF+IFN  
 




Lung epithelial cells are the first line of defense against respiratory viruses via mucus 
secretion, peptides, cytokines and chemokines that determine the progression of the 
infection. The main antiviral cytokines produced by alveolar epithelial cells (AEC) are the 
interferons (IFN) type I (α / β) and III (λ). IFN binding to its receptor induces an antiviral 
pathway that is well characterized and leads to activation of the ISGF3 complex (STAT1, 
STAT2 and IRF9) which allows the transcription of multiple genes encoding proteins with 
antiviral and immunoregulatory activity. It has recently been shown that the costimulation of 
lung epithelial cells by IFN and Tumor Necrosis Factor  (TNF), also produced during 
infection, induces a separate and late antiviral state, through synergy. On the other hand, it 
has been shown that the synergy between IFN+TNF induces a signaling pathway 
involving STAT2 and IRF9 independently of STAT1 permitting the expression of the 
DUOX2 gene. Our goal is to determine the importance of this new signaling pathway 
induced by costimulation of TNF+IFN involving STAT2 and IRF9 regardless of STAT1 
in regulating the antiviral immunoregulatory and late transcriptional program. 
 
Our first objective is to determine whether antiviral and immunomodulatory genes 
that are induced by costimulation TNFIFN are dependent on the STAT2/IRF9 way, 
indenpant of STAT1. Using the technique of qRT-PCR, we identified 3 immunoregulatory 
genes, CXCL10, IDO and APOBEC3G, synergistically induced in response to TNF+IFN 
in A549 cells, a model of pulmonary epithelial cells. To confirm that these genes are 
induced independantly of STAT1, we validated their expression in the STAT1 deficient cell 
line, U3A. By the use of interfering RNA (siRNA) directed against STAT2 and IRF9, we 
confirmed that the induction of these genes is dependent STAT2 and IRF9. Finally, the 
analysis of the activity of CXCL10 promoter in response to TNF+IFN by luciferase 
reporter assays has shown that the regulation is at the transcriptional level. 
 
Our second objective is to determine whether STAT6 could replace the STAT1 in the 
signaling pathway induced by TNFIFN. Indeed, STAT6 is a known inducer of the 
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expression of DUOX2 in response to IL4+IL13. Contrarily to our hypothesis, inhibition of 
STAT6 by RNAi increases the expression of DUOX2 in response to TNFIFN 
suggesting that STAT6 is a negative regulator. 
 
Our results allow the understanding of the mechanisms in the development of an 
antiviral response in more detail. On the other hand, the study of the effect of IFN and 
TNF is also relevant for chronic inflammatory and autoimmune diseases. In addition, our 
results illustrate a new paradigm for cell signaling mechanisms involved in the synergy 
between two cytokines that may be applicable to combinations of cytokines other than 
TNF+IFN 
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1.1.0   Défense immunitaire 
Le système immunitaire permet de maintenir la cohérence des cellules, des tissus et 
d’assurer sa protection en éliminant ses propres constituants endommagés ou encore les 
pathogènes et substances étrangères de notre environnement. Une des caractéristiques 
importantes du bon fonctionnement du système immunitaire est la capacité de l’organisme à 
reconnaitre les constituants normaux de l’organisme « le soi » et les agents pathogènes « le 
non-soi » ou les constituants altérés de l’organisme qui doivent être éliminé [1]. L’immunité 
est divisée par deux composantes qui agissent de manière coopérative et interdépendante afin 
d’obtenir une meilleure protection de l’hôte. La première correspond à l’immunitaire innée 
(figure 1-1) qui est caractérisée par une réponse non spécifique, mais qui de plus en plus tend à 
être défini comme semi-spécifique dû à sa reconnaissance des structures conservées des 
molécules du pathogène (PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern) par divers 
récepteurs membranaires ou cytoplasmiques (PRR: Pattern Recognition Receptor) [2]. Dans 
certains cas, cette réponse n’est toutefois pas suffisante pour éliminer le pathogène, c’est à ce 
moment qu’intervient la réponse immunitaire adaptative. L’immunité adaptative est, quant à 
elle, une réponse spécifique à un pathogène précis capable de produire des cellules mémoires 
afin de reconnaitre le même pathogène qui résulte d’une seconde infection [3]. 
 
1.1.1   L’immunité innée 
Évolutivement très ancien, le système immunitaire inné possède plusieurs 
caractéristiques semblables autant chez les plantes que les animaux. Il constitue la première 
ligne de défense de l’organisme contre un pathogène. L’immunité inné (figure 1-1) est 
caractérisée par des protections mécaniques, comme la peau, qui assure une première 
protection afin d’éviter que le pathogène puisse pénétrer dans l’organisme. Le mucus sécrété 
par les muqueuses agit également comme une barrière protectrice en empêchant aux bactéries 
d’adhérer aux cellules épithéliales. De plus, les particules étrangères et les pathogènes 
emprisonnés dans le mucus sont éliminés par le mouvement ciliaire causé par la toux et les 
éternuements. Les larmes et la salive contiennent des composantes bactéricides qui aident à 
prévenir l’intrusion de pathogènes ou de substances étrangères. 
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Si un pathogène parvient tout de même à contourner ces barrières physiques 
(peau/mucus), le mécanisme phagocytaire par les neutrophiles et les macrophages débute. 
Pour être en mesure de déterminer « le soi » du « non-soi », les cellules phagocytaires 
possèdent des PRR capables de reconnaitre des PAMP [4] qui sont très conservés, c’est-à-dire, 
qu’ils possèdent peu de mutations. Les macrophages reconnaissent également les cellules 
apoptotiques afin de les éliminer et de maintenir l’homéostasie de l’organisme. Les cellules 
apoptotiques ne sont pas signe d’une invasion par un pathogène, c’est pourquoi aucune 
libération de médiateurs inflammatoire n’est nécessaire. La phagocytose des pathogènes par 
les macrophages ou les neutrophiles à la suite d’une reconnaissance des PAMP induit la fusion 
du pathogène avec le phagosome qui sera soumis aux microbicides. De plus, lors de la réponse 
immunitaire innée, le système du complément sera également activé. Le complément qui 
regroupe une vingtaine de protéines plasmatiques, sera activé lorsqu’un pathogène pénètre la 
circulation sanguine. L’activation du complément induit l’activité des protéases libérant des 
peptides qui est à l’origine d’une réaction inflammatoire. Le complément permet également 
d’opsoniser les bactéries et de favoriser leur phagocytose par les neutrophiles et les 
macrophages [5, 6]. Lors d’une infection virale, le virus peut se répliquer au sein d’une cellule 
hôte et c’est les cellules tueuses naturelles (NK: Natural Killer) qui assurera le rôle de détruire 
les cellules infectée [4]. À la suite d’une infection ou d’une lésion tissulaire, des médiateurs 
d’alarme comme des cytokines proinflammatoires et antivirales sont produites par les 
macrophages permettant de limiter l’invasion des pathogènes.  
 
1.1.2   L’immunité adaptative 
Le pathogène peut parfois résister aux mécanismes de l’immunité inné et se multiplier 
dans les cellules immunitaires ou non immunitaires. Le système immunitaire adaptatif (figure 
1-1) viendra compléter la réponse immunitaire innée [7]. Le système immunitaire adaptatif 
constitue la seconde ligne de défense contre les pathogènes. Il est beaucoup plus récent dans 
l’évolution puisque le mécanisme de génération de récepteurs sur les cellules immunitaires 
adaptatives implique un grand nombre de réarrangements génétiques qui leurs permet de 
reconnaitre spécifiquement n’importe quel pathogène, c’est donc un processus qui demande 
plus de temps. Cependant, lors d’une seconde infection la réponse immunitaire est plus rapide 
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dû à la mémoire immunologique [8]. La réponse immunitaire adaptative est caractérisée par la 
multiplication et la différenciation des lymphocytes B et T qui possède respectivement, des 
récepteurs B-cell Receptor (BCR) et T-cell Receptor (TCR) qui vont se lier aux Ag libres, 
mais le plus souvent présenté par une cellule présentatrice de l’Ag (CPA). Ce sont les 
lymphocytes B, lorsqu’ils se différencient en plasmocytes, qui sont responsables de la 
reconnaissance de l’Ag et de la production d’anticorps (Ac) afin de neutraliser le pathogène, 
tandis que les lymphocytes T régulent les réponses immunitaires des autres cellules ou, ils 
attaquent directement les cellules possédants un Ag spécifique [5]. Les Ac, également nommé 
immunoglobulines (Ig), sont constitués de quatre chaînes peptidiques: deux chaînes légères de 
25 kDa et de deux chaînes lourdes de 50 kDa et plus. Chaque chaîne contient des régions 
constantes et des régions variables qui sont formées par la recombinaison des gènes V et J 
pour les chaînes légères et V, D et J pour les chaînes lourdes [9]. Les cellules dendritiques ont 
également un rôle au niveau du système immunitaire adaptatif. Constituées de plusieurs sous-
groupes, les cellules dendritiques ont malgré tout une fonction commune, celle de capturer et 
de présenter l’antigène des pathogènes afin d’activer les lymphocytes T [10]. On peut 
distinguer deux sous-classes de cellules T: les lymphocytes T cytotoxiques (CTL: Cytotoxic T 
Lymphocytes) / lymphocyte T CD8
+
, qui possèdent une activité cytotoxique ayant pour rôle de 
trouver les anomalies comme les cellules âgées ou infectées afin de les éliminer et les 
lymphocytes T auxilliaires (TH: Helper cells) / lymphocyte T CD4
+
. Les cellules TH sont 




Figure 1-1:   Schéma du système immunitaire inné et adaptatif.  
L’immunité inné est caractérisé par les cellules épithéliales, les phagocytes, les 
macrophages, les protéines du complément et les cellules NK. Le système 
adaptatif est caractérisé par les cellules B capables de fabriquer des anticorps, de 
cellules T CD8
+





CD4+ et CD8+ 
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1.1.3   La communication entre l’immunité innée et adaptative par les cytokines et    
chimiokines 
Le système immunitaire, dans sa globalité, représente un réseau de communications 
très complexe qui est assuré par des médiateurs tels que les cytokines et les chimiokines 
(figure 1-1.3). Ce sont de petites protéines ou polypeptides solubles qui orchestrent la 
communication cellulaire dans un mode paracrine, endocrine, juxtacrine ou autocrine [12]. Il 
est essentiel, afin d’assurer une défense efficace, que les cellules du système immunitaire inné 
et adaptatif puissent communiquer entres elle de manière efficace. La liaison des cytokines 
aux récepteurs peut induire une variété de réponse selon la cytokine et la cellule cible (tableau 
1). Parmi ses nombreuses fonctions, il y a le contrôle de la prolifération et la différenciation 
des cellules ainsi que la réponse antivirale. Les chimiokines font partie de la famille des 

















Tableau 1:   Rôles et fonctions des principales cytokines impliquées dans la réponse   
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Figure 1-1.3:   Communication entre le système immunitaire inné et adaptatif par les 
cytokines 
Les cellules épithéliales sécrètent des cytokines qui vont permettre d’induire une réponse 
immunitaire innée et d’activer les cellules de l’immunité innée. Les monocytes, 
macrophages et cellules dendritiques vont sécrétés des cytokines pour activer le système 
immunitaire adaptatif. 
 
Schéma adapté de Eileen A. McLaughlin, Frontiers in Immunology, 2014 [114] 
Avec la permission de Frontiers in Immunology 
 





























1.2.0   Les cellules épithéliales, la première barrière physique 
Les cellules épithéliales des voies aériennes sont constamment exposées à de 
nombreux agents pathogènes qui sont inhalés (figure 1-2.0). Il est maintenant très bien défini 
que les cellules épithéliales aériennes sont une barrière physique par leur système de transport 
mucociliaire et par leurs jonctions serrées qui assurent une protection mécanique contre 
l’envahissement de ces pathogènes. L’épithélium pulmonaire de type mucociliaires est 
principalement composé de cellules ciliées, de cellules basales et d’une faible quantité de 
cellules caliciformes qui permettent la production de mucus, composé de mucines et de 
mucopolysaccharides. Un battement ciliaire permet la mobilisation du mucus qui contient les 
particules étrangères et des bactéries qui seront emprisonnées. À la suite d’une infection, les 
cellules épithéliales des voies aériennes ont la capacité de sécréter, dans la lumière des voies 
respiratoires, des substances antimicrobiennes comme des -défensines et des lysozymes, qui 
sont produites par les cellules séreuses des glandes sous-muqueuses. L’ensemble de ces 
mécanismes maintient l’intégrité de l’épithélium des voies aériennes lors d’une agression par 
des pathogènes ou substances toxiques [13]. Par contre, il arrive que le pathogène puisse 
infecter les cellules épithéliales des voies aériennes. La reconnaissance des PAMP par les 
cellules épithéliales pulmonaires est réalisée par les PRR, il existe trois catégories de PRR: les 
Toll-Like Receptors (TLR), Retinoic acid-Inducible Gene (RIG)-I-Like Receptors (RLR) et les 
Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-Like Repceptors (NLR) [14]. Cette 
reconnaissance permet d’induire trois voies de signalisation principales: la voie NFB, la voie 
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) et la voie Interferon Regulatory Factors (IRF). 
Les voies NFB et MAPK sont surtout impliquées dans l’induction de la réponse pro-
inflammatoire, tandis que la voie de signalisation par les IRF est essentielle pour la production 
des Interferons (IFN) qui permet d’activer rapidement une réponse antivirale [15]. 
L’expression de ces médiateurs, tels que NFB, les MAPKs et IRF,  permet l’induction d’un 
large éventail de gènes antiviraux et pro-inflammatoires en plus d’indiquer aux cellules 
voisines la présence d’un pathogène. De plus, la sécrétion de cytokines et de chimiokines 
produites par les cellules épithéliales pulmonaires permettra le recrutement et l’activation des 




Figure 1-2.0:   La sécrétion de cytokines par les cellules épithéliales 
pulmonaires, une première barrière physique. 
Les cellules épithéliales pulmonaires permettent d’induire une première 
vague de cytokines en réponse à un virus. Ces cytokines permettent 
d’activer le système immunitaire inné par les cytokines, ce qui induira le 
système immunitaire adaptatif. 
 
Schéma provenant de Laura T. Donlin, Nature reviews. Immunology, 2014 [85]. 








1.2.1   En réponse à une infection virale, les cellules épithéliales des voies aériennes 
induisent un état antiviral par l’expression de cytokines 
Tel que discuté précédemment, l’épithélium des voies respiratoire induit la 
transcription de plusieurs cytokines lors d’une infection virale, qui est essentiel pour induire 
un état antiviral et pro-inflammatoire [14]. Le tableau 2 présente une liste des principales 
cytokines sécrétées en réponse à une infection respiratoire. Dans le contexte de notre projet, 
nous nous intéressons particulièrement au Tumor Necrosis Factor alpha (TNF et à l’IFN, 
deux cytokines produites lors d’une infection virale. 
 
Lors d’une infection virale, l’IFN est rapidement induit afin d’inhiber précocement la 
réplication du virus. L’expression de l’IFN est régulée au niveau transcriptionnel par les IRF, 
AP-1 et NFB, qui vont se lier aux domaines PRDI-IV du promoteur [18, 19]. L’IFN sécrété 
par les cellules infectées va se lier à son récepteur IFNAR et permettre l’activation de 
plusieurs voies de signalisation telle que la voie JAK/STAT qui permet l’expression des 
Interferon Stimulated Genes (ISG) afin d’induire une réponse antivirale [20, 21]. 
  
Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire qui permet l’activation de plusieurs voies 
de signalisation impliquées dans le développement d’une réponse immunitaire par différents 
mécanismes tels que la différenciation des lymphocytes et la formation des tissus lymphoïdes 
secondaires et tertiaires [22]. Le TNF a également un rôle prédominant dans trois processus, 
soit l’induction de l’apoptose cellulaire, la nécrose programmée et l’activation de NFB [23]. 
Il est régulé par deux mécanismes, le premier se fait de manière transcriptionnelle au niveau 
du promoteur qui contient des motifs similaires au site de liaison de NFB et AP-1 et le 
deuxième se fait de façon post-traductionnelle, c’est-à-dire par le clivage protéolytique [24, 
25]. La liaison du TNF avec son récepteur Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR) permet 
l’activation des voies de signalisation de NFB et de Jun N-terminal Kinases (JNK) [26] qui 




Tableau 2:  Rôles et voies de signalisation des cytokines produites lors de la réponse   








TNF TNFR - NFB, AP-1 
Induit une réponse pro-
inflammatoire 
IFN IFNR1 JAK1+JAK2 STAT 1, 2, 3, 5 
Inhibe la réplication virale et 





JAK1+TYK2 STAT1, 2, 3, 5 Inhibe la réplication virale 
IL-1 IL1R IRAK1 NFB 
Induit une réponse pro-
inflammatoire, recrute les 
macrophages et les cellules 
NK au site d’infection 
IL-4 IL4R JAK1+JAK3 STAT6 Inhibe la réplication virale 
IL-6 IL6R JAK1 STAT 1, 3, 5 
Induit une réponse pro-
inflammatoire 
CXCL8 CXCR3 - 
AP-1, NFB, 
ERK 
Active de la réponse 
immunitaire 
IL-10 ILR JAK1+TYK2 STAT 1, 3, 5 
Réprime de la réponse 
proinflammatoire 
IL-18 IL18R - NFB 
Permet l’induction de 
l’immunité à médiation 
cellulaire 
IL-27 IL27R JAK1 STAT 1, 3, 5 
Induit une réponse 
proinflammatoire 
CXCL10 CXCR3 - ERK, AP-1 
Permet l’activation de cellules 
T 
IFN IFNAR JAK1+TYK2 STAT1, 2, 3, 5 Inhibe la réplication virale 
CCL5 CCR5 - 
NFB, AP-1, 
ERK 
Recrute les cellules 




1.3.0   L’induction de la voie JAK/STAT par les IFN 
La voie de signalisation Janus Kinase (JAK)/ Signal Transducers and Activators of 
Transcription (STAT) est une voie pléiotropique permettant l’activation d’une multitude de 
signaux. Elle est reconnue pour être activée par toute une gamme de cytokines et de facteurs 
de croissance, mais elle a initialement été découverte au cours des études sur l’effet des IFN 
impliqués dans la migration cellulaire, la prolifération, la différenciation cellulaire ainsi que 
l’apoptose [28, 29]. La liaison des IFN aux récepteurs IFNAR induit une multimérisation 
permettant l’activation de signaux intracellulaires [29]. Plus précisément, les domaines 
cytoplasmiques des récepteurs s’associent à des tyrosines kinase, que l’on nomme JAK qui 
s’autophosphorylent et phosphoryleront également les tyrosines des récepteurs des cytokines. 
Ces phosphotyrosines constituent des sites d’arrimage pour les STATs ainsi que d’autres 
protéines de signalisation. Chez les mammifères, il existe quatre protéines de la famille des 
JAK: JAK1, JAK2, JAK3 et Tyrosine Kinase 2 (Tyk2), chacune associée à des récepteurs des 
cytokines spécifiques.  
 
Les STAT sont des facteurs de transcription latents possédant une tyrosine à 
l’extrémité C-terminale qui sera phosphorylée par les JAK [29]. De nos jours, sept STAT sont 
connus (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6) et possèdent tous un 
domaine SH2 qui est caractérisé par deux fonctions [30]. La première fonction est leur 
capacité à se lier aux phosphotyrosines du récepteur des cytokines activé. C’est une fois liées à 
leurs récepteurs que les JAK phosphorylent le STAT sur les tyrosines ce qui provoque leur 
dissociation du récepteur [29]. La seconde fonction du domaine SH2 des STAT libres dans le 
cytosol sert de site de fixation sur une tyrosine phosphorylée d’une autre molécule STAT pour 
former un homodimère ou un hétérodimère. Ce dimère, qui est transloqué au noyau, 
s’associera avec d’autres protéines régulatrices de gènes, ce qui permettra l’expression de 
gènes spécifiques [31, 32]. STAT1 est un régulateur important impliqué dans l’activité 
antivirale, il est connu pour être activé par les IFN, mais également par le TNF ce qui permet 







La voie de signalisation induite par l’IFN a très bien été caractérisée à ce jour (figure 
1-3.0). Deux membres de la famille Janus des tyrosines kinases sont impliqués dont JAK1 et 
non-receptor tyrosine-protein kinase 2 (Tyk2), qui sont constitutivement associés à IFNAR1 
et IFNAR2 respectivement. L’activation des JAK par la phosphorylation des tyrosines permet 
la phosphorylation de STAT1 et STAT2 qui se dimérisent, puis s’associent à IRF9 pour 
former le complexe ISGF3. Par la suite, ISGF3 transloque au noyau pour réguler la 
transcription de gènes par sa liaison à l’ADN au site interferon stimulated response element 
(ISRE), qui permet l’expression d’ISG [21, 34]. Plusieurs de ces ISG ont des effets antiviraux 
et plusieurs d’entre eux possèdent la même fonction antivirale. Cette redondance reflèterait 
probablement l’importance de l’expression des ISG dans la défense virale [35, 36]. Il est à 
noter que la liaison de l’IFN𝜆 à son récepteur permet d’activer la même voie de signalisation 






Figure 1-3.0:   Voie de signalisation induite par l’IFN𝜆 
La liaison de l’IFN et de l’IFN𝜆 à leur récepteur induit la phosphorylation de 
STAT1 et STAT2 par Tyk2 et JAK1. STAT1 et STAT2 vont dimériser et se lier à 
IRF9 pour former le complexe ISGF3. Ce complexe transloque au noyau pour 
permettre l’expression des ISG. 
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Tableau 3:  Exemples d’ISG produits lors de la réponse immunitaire des cellules 
épithéliales des voies aériennes [35]. 
 








PKR Inhibe la traduction des protéines virales 
Mx1 Inhibe la transcription virale 
APOBEC3G Inhibe la réplication virale 
TRIM5 Inhibe la réplication virale 
ISG15 Fonction antivirale variée 
IRF9 Inhibe la réplication virale 
IFIT1/2/3 
Inhibe la traduction des protéines virales et la 
réplication virale 
ISG20 Inhibe la synthèse de l’ARN viral 
OAS1/2/3 Inhibe la réplication virale 
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1.3.1   Voies de signalisations indépendantes de STAT1  
Depuis longtemps, l’implication de STAT1 a toujours été associée aux voies induites 
par les IFN. Ce n’est que tout récemment qu’on observe que ces voies de signalisation peuvent 
être aussi indépendantes de STAT1. Une étude soutient que la voie dépendante de STAT1 est 
essentielle pour initier la clairance du virus Dengue (DEN) chez la souris, tandis que la voie de 
signalisation qui est indépendante de STAT1 intervient plus tard dans le contrôle du virus 
[37]. L’équipe du Dr. Robert Schreiber a démontré que les IFN peuvent réguler les 
mécanismes de prolifération indépendamment de STAT1 dans la lignée des phagocytes 
mononucléaires de souris déficientes en STAT1 [38]. Ils ont stimulé des macrophages 
déficients en STAT1 avec de l’IFN et ont comparé l’expression des gènes avec les 
macrophages STAT1
+/+
 qui ont été stimulés par l’IFN. Étonnamment, ils ont observé que les 
gènes exprimés étaient similaires dans les macrophages déficients en STAT1 que dans les 
macrophages ayant STAT1. Les récepteurs de l’IFN activent des voies de signalisation 
supplémentaires qui permet la régulation de gènes indépendamment de STAT1. La diversité 
des gènes exprimés par les mécanismes dépendants et indépendants de STAT1 permet une 
complémentation. L’équilibre de ces deux voies joue donc un rôle important dans la réponse 
biologique de l’IFN [39]. 
 
1.4.0    Actions synergiques entre cytokines 
Beaucoup d’études ont été réalisées afin de caractériser les voies de signalisation 
induites par les cytokines. Cependant, la plupart de ces études ont été faite à la suite de 
stimulations uniques des cytokines. Or, dans des conditions physiologiques, une cellule est 
surtout soumise à plusieurs cytokines simultanément. Par contre, au cours de ces dernières 
années, plusieurs recherches ont permis d’élucider les évènements moléculaires induit par 
l’action synergique des cytokines avec leurs récepteurs. C’est tout récemment, plus 
précisément en 2009, que les premières études spécifiques à l’action synergique entre 
IFN+TNF ont été réalisées sur des fibroblastes primaires humains. Cette costimulation induit 
de manière tardive l’expression d’un panel de gènes antiviraux distinct qui n’était pas sensible 
à l’IFN ou au TNF . Par définition, la synergie signifie que les effets combinés sont 
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supérieurs à la somme des effets individuels, comparativement à un effet additif où l’effet 
combiné est égal à la somme des effets de chaque produit individuel [41, 42]. À ce jour, les 
mécanismes moléculaires à la base de la synergie, sont peu caractérisés. Par contre, des 
modèles de synergie ont été proposés [42]. 
Dans la littérature, trois modèles de synergie ont été suggérés (figure 1-4.0). Le 
premier mécanisme est caractérisé par une « action indépendante », c’est-à-dire, que deux 
voies de signalisations distinctes permettent l’expression de gènes dont les activités agissent 
de façon synergique. Le second mécanisme, dénommé « action coopérative » suggère que 
l’expression d’un gène est augmentée lors d’une costimulation par rapport à son induction par 
chacune des cytokines. Cette augmentation serait possible grâce à l’action de différents 
facteurs de transcription activés indépendamment par chacune des cytokines [43]. Le troisième 
mécanisme nommé « induction coopérative » caractérisé par une situation où les deux 
cytokines déclenchent la transcription de gènes spécifiques [40] suggérant qu’il y a une 
nouvelle voie de signalisation qui est induite par l’action synergique entre ces deux cytokines. 
Une récente étude faite dans notre laboratoire a démontré que l’action synergique entre 
TNF+IFN permet tardivement l’expression de DUOX2, une Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide Phosphate Hydrogen (NADPH) oxydase qui permet la production de peroxyde 

















action indépendante Synergie par 
induction coopérative 
Replication virale 
Figure 1-4.0 : Mécanisme de la synergie des cytokines antivirales 
Trois mécanismes proposés : Synergie par action coopérative où chacune des cytokines 
augmentent le niveau d’expression d’une même protéine antivirale ; Synergie par action 
indépendante où plusieurs catégories de protéines antivirales induites par chacune des 
cytokines individuellement augmentent la réponse antivirale ; Synergie par induction 
coopérative où l’action des cytokines induits l’expression de protéines antivirales qui ne sont 
pas induites par l’une ou l’autre des cytokines. 






Hypothèse et objectifs de travail 
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 Les voies respiratoires sont constamment exposées à un éventail d’agents pathogènes, 
y compris les virus respiratoires. Les cellules épithéliales des voies aériennes sont les 
premières cibles au site d’infection qui induisent une première réponse antivirale par la 
sécrétion de cytokines [44]. Cette première vague de cytokines contient, entres autres, les IFN 
de type I (/) et le TNF connus de façon indépendante pour inhiber la réplication virale par 
l’activation de voies de signalisation distinctes qui permettent la transcription de gènes 
antiviraux et immunorégulateurs [45]. Déjà bien documenté, les IFN de type I médient 
majoritairement la réponse antivirale en induisant la phosphorylation de STAT1 et STAT2 qui 
se complexent avec IRF9 pour former le complexe de transcription ISGF3 afin d’induire de 
manière précoce l’expression de centaines de gènes ISG codant pour des protéines virales 
[46]. Le TNF joue un rôle important dans la régulation de la réponse inflammatoire en plus 
d’activer les facteurs de transcription NFB et AP-1 qui permettent l’expression de gènes 
antiviraux [22, 47]. 
 
Plusieurs études ont démontré que la stimulation avec plusieurs combinaisons de 
cytokines antivirales agissent en synergie pour produire une réponse antivirale beaucoup plus 
puissante que lors d’une stimulation unique de ces cytokines [42]. De plus, il a été découvert 
récemment, avec la technique des puces à ADN, que le TNF et l’IFN agissent de manière 
synergique pour exprimer de façon tardive un panel de gènes qui sont peu ou pas induit par 
l’une ou l’autre de ces cytokines lorsqu’elles sont utilisées séparément [45]. Des données 
antérieures de notre laboratoire ont démontré que la costimulation par TNFIFN permet 
l’expression de DUOX2 une NADPH oxydase qui produit du H2O2 et contribue au 
développement d’état antiviral alternatif tardif [44]. L’étude de l’expression de DUOX2 a 
permis de démontrer l’implication d’une voie de signalisation impliquant IRF9 ainsi que la 
phosphorylation de STAT2, mais qui est indépendante de STAT1 contrairement à la voie 





À la lueur de ces informations, notre but est de déterminer l’importance de cette 
nouvelle voie de signalisation induite par la costimulation du TNF+IFN, impliquant STAT2 
et IRF9, indépendamment de STAT1 dans la régulation d’un programme transcriptionnel 
antiviral et immunorégulateur tardif. Nous nous sommes donc posé les deux 
questions suivantes: 
1- Quels sont les gènes antiviraux et immunorégulateurs qui sont induits par la 
costimulation avec l’IFN et le TNF et qui sont dépendants de la voie STAT2/IRF9, 
indépendamment de STAT1 ? 
2- Est-ce que STAT6, qui est un régulateur connu de DUOX2 en réponse à IL4+IL13, est 













Culture cellulaire  
Tous les milieux et les suppléments ont été achetés chez Gibco (Thermo Fisher, États-
Unis). Des cellules A549 (American Type Culture Collection ATCC) ont été cultivées dans un 
milieu Ham/F12K complété avec 10% de sérum de bovin fétal (FBS), inactivé à la chaleur 
(HI-FBS), 1% de L-glutamine, 1% de pyruvate de sodium et 1% d’acides aminés non 
essentiels. Les cellules U3A sont STAT1-négatives et les U3AR sont STAT1-positives, 
provenant d’une lignée cellulaire du sarcome humain (HT 1080) qui ont été transfectée avec 
un vecteur codant pour un marqueur sélectionnable (guanine phosphoribosyltransférase) 
régulé par l’interféron alpha (IFN) pour créer la lignée cellulaire 2FTGH. La mutagenèse 
chimique des 2FTGH a permis la sélection d’un certains nombres de mutations de la voie de 
signalisation induite par l’IFN. Les cellules U3A et U3AR ont été cultivées dans un milieu 
DMEM complété avec 10% FBS, 1% de L-glutamine, 1% de pyruvate de sodium et 1% 
d’acides aminés non essentiels. Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées dans un 
incubateur à 37  C et à 5% de CO2. 
 
Infection virale 
 La souche Sendai (SeV) Cantell a été obtenue auprès du laboratoire de Charles River. 
L’infection SeV a été réalisée à 40 unités d’hémagglutinine (HAU) par 10
6
 cellules dans un 
milieu sans sérum (SFM) pendant 2 heures, après quoi le milieu a été complété avec 10% HI-
FBS. Les cultures cellulaires ont été infectées à une confluence de 90%. Les cultures 
cellulaires ont été préalablement rincées avec un milieu de culture F12K pour les A549 et 
DMEM pour les U3A/U3AR, dans un milieu SFM. L’infection SeV a été réalisée à 40 unités 
d’hémagglutinine (HAU) par 10
6
 cellules dans un milieu SFM pendant 2 heures, après quoi le 
milieu a été complété avec 10% HI-FBS et l’infection a été poursuivie jusqu’à la récolte au 
temps indiqué dans la section résultats. 
 
Stimulation par les cytokines  
Les cellules ont été stimulées à une confluence de 90%. Les cultures cellulaires ont été 
préalablement rincées avec un milieu de culture F12K pour les A549 et DMEM pour les 
U3A/U3AR, sans sérum et 1% de glutamine. Le milieu a ensuite été remplacé par du milieu 
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F12K (A549) ou DMEM (U3A/U3AR) contenant 2% FBS et 1% de glutamine additionné de 
TNF (10ng/mL) et/ou IFN (1000U/mL) ou IL4 (50ng/mL) et IL13 (12ng/mL). La 
stimulation a été poursuivie pendant différents temps indiqués dans la section résultats. 
 
Transfection d’ARN interférants (ARNi) 
Les cultures de U3A et de A549 ont été transfectées à une confluence entre 30-40%, 
par des ARNi ciblant des séquences spécifiques complémentaires afin de bloquer l’expression 
de protéines d’intérêts. Les séquences des ARNi (Dharmacon, Thermo Fisher Scientific, États-
Unis) utilisées sont décrites dans le tableau 4. Tout d’abord, les cellules ont été lavées avec de 
l’OptiMEM (Thermo Fisher Scientific, États-Unis). Ensuite, le mélange contenant le réactif de 
transfection oligofectamine (Thermo Fisher Scientific, États-Unis) avec l’optiMEM, fait selon 
le protocole de la compagnie, ainsi qu’un second mélange contenant les oligos ARNi 
(concentration finale de 100pmol pour une plaque de 24 puits complété avec 37.5µL 
d’OptiMEM) ont été mis en contact. Une fois mélangé, ils ont été incubés pendant 20 minutes 
à température ambiante puis ajoutés goutte par goutte dans les plaques de culture de cellules. 
Après 4 à 6 heures suivant la transfection, 250µL de milieu de culture F12K contenant 30% de 
FBS a été ajouté de manière à recouvrir les cellules puis, les plaques ont été agitées. Après 48 
heures de transfection, les cellules ont été stimulées/infectées ou non selon les conditions 


















Extraction protéiques totales  
Après le temps approprié de stimulation, le milieu a été aspiré et les cellules ont été 
grattées dans du ddPBS (Phosphate Buffered Saline) 1X froid (4°C). Un second volume de 
ddPBS a été ajouté aux plaques pour les rincer et récupérer les cellules restantes. Les cellules 
ont été centrifugées pendant 30 secondes à 13000 rpm. Le surnageant a été aspiré et le culot a 
été suspendu dans le tampon de lyse NP-40 (50mM Hepes pH7.4, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 
10%(p/v) Glycérol, 1%; Nonidet P-40) complété par des inhibiteurs de protéase ; leupeptine: 
1g/ml et aprotinine: 2g/ml ainsi que des inhibiteurs de phosphatase ; NaF: 30mM, Na3VO4: 
1mM, PNPP: 10mM et -glycérophosphate pH 7,5: 25mM). Les échantillons ont été incubés 
sur glace pendant 20 minutes durant lesquelles ils ont été vortexés 2 à 3 fois. Ils ont ensuite été 
congelés et décongelés 3 fois dans de l’azote liquide pour lyser les noyaux. Pour extraire 
STAT6, les cellules ont également été lysées avec du tampon de lyse NP-40 puis vortexées 3 
fois pendant 5 minutes avant de soniquer sur glace 2 fois pendant 20 secondes. Ensuite, les 
échantillons ont été incubés sur glace pendant 10 minutes. Les extraits ont été centrifugés à 
13000 rpm pendant 20 minutes à 4°C. Le surnageant correspond à l’extrait protéique cellulaire 
total (WCE). Les échantillons ont ensuite été quantifiés par la méthode de Bradford (Biorad, 
Mississauga, Ontario, Canada) [48].  
 
Nom des ARNi Cible Séquence sens  
siCTRL Pas de cible 5’-CAU AGC GUC CUU GAU CAC AUU-3’ 
siSTAT2 STAT2 5’-GGA CUG AGU UGC CUG GUU AUU -3’ 
siIRF9 IRF9 5’-GCA GAG ACU UGG UCA GGU AUU-3’ 
siSTAT6(1) STAT6 5’-GGA UGG CUC UCC ACA GUA AUU-3’ 
siSTAT6(2) STAT6 5’-GGA AUG GCG CAC CGU UUG AUU-3’ 
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Quantification des protéines par la méthode de Bradford  
Cette méthode est basée sur le principe de colorimétrie, basé sur le changement 
d’absorbance. La couleur du bleu de Coomassie suite à la liaison avec les acides aminés des 
protéines permet le changement de couleur. Le changement d’absorbance est proportionnel à 
la quantité de colorant lié aux protéines ceci indique ainsi la concentration en protéine dans 
l’échantillon. Cette quantité sera proportionnelle à la concentration de l’échantillon en 
protéines [49]. Le réactif de Bradford (Biorad, Mississauga, Ontario, Canada) a d’abord été 
dilué, 1 dans 5, dans du ddH2O. Ensuite, 1mL de réactif dilué a été ajouté à chaque tube. Une 
courbe standard a été préparée avec de la BSA (2mg/ml). Cinq échantillons de la gamme ont 
été préparés: un blanc dans lequel il n’y a pas de BSA, et quatre étalons contenant 
respectivement des concentrations de BSA de 4g/ml, 8g/ml, 12g/ml et 16g/ml. Une 
quantité identique (3-4l) de chaque WCE a été utilisée pour la quantification. Les 
échantillons et les étalons ont été vortexés immédiatement. Les échantillons ont été incubés 5 
minutes à température ambiante puis la densité optique a été mesurée dans une plaque de 96 
puits (200µl d’étalon ou d’échantillon par puits) à une longueur d’onde de 595nm. 
 
Electrophorèse SDS-PAGE et immunobuvardage.  
15g de WCE et 30g de WCE pour la visualisation de la protéine STAT6 furent 
soumis à une électrophorèse SDS-PAGE sur un gel de 7,5% d’acrylamide dans le tampon de 
migration  (Tris: 25mM, SDS: 0,1% (p/v) et glycine: 190mM dans de l’eau double distillée) et 
pour la visualisation de SeV, sur un gel de 12% d’acrylamide dans le tampon de migration.Le 
gel SDS-PAGE est composé d’acrylamide (acrylamide-bis-acrylamide)/40% solution 
(bioshop). Le tampon de migration est constitué de Tris 1.5M, SDS 0.4%, ddH2O et le pH est 
ajusté à 8.8. Le tampon de concentration (stacking) est constitué de Tris 0.5M, SDS 0.2%, 
ddH2O et le pH est ajusté à 6.8. L’utilisation d’un gel à 7.5% d’acrylamide a été préparée. Du 
tampon de chargement 5X (200mM Tris-HCl 0,5M pH 6.8, SDS 15%, Glycérol 30%, Beta-
mercaptoéthanol 5%, bromophénol bleu 0,25%, ddH2O) a été ajouté aux échantillons dosés 
pour un ratio 4:1 (échantillon: Tampon). Les échantillons ont été chauffés pendant 10 minutes 
à 100  C et ont été chargés sur le gel SDS-PAGE. La migration a été effectuée, en ampères 
constants, à 30mA par gel, jusqu’à ce que le front de migration ait été sorti du gel. Une fois la 
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migration terminée, les protéines furent ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose 
(Biorad, Mississauga, Ontario, Canada) dans le tampon de transfert (glycine: 190mM et tris: 
25mM) pendant environ 1h30 à 200mA. Les protéines furent ensuite fixées (acide acétique: 
7%, éthanol: 40%, glycérol: 3% dans de l’eau double distillée). Les membranes furent par la 
suite bloquées dans du PBS contenant 5% de lait écrémé ainsi que 0,05% de Tween 20 
(solution de blocage) pour 1 heure à température pièce. Après 3 lavages de 5 minutes dans du 
PBS/0,05% Tween, les membranes ont été incubées pendant une minute dans une solution de 
rouge ponceau. Les protéines ont été alors visibles et les puits ont pu être annotés et le 
marqueur de poids moléculaire a été identifié. La membrane a été lavée au PBS pendant 5 
minutes et les protéines ont été fixées. La membrane a été ensuite bloquée dans du lait PBS-
Tween 5% pendant 1 heure. Les protéines ont été détectées avec des anticorps spécifiques 
(tableau 5). La membrane a été lavée 5 fois pendant 5 minutes avec du PBS-Tween, incubée 1 
heure avec de l’anti-lapin couplé à la péroxidase (Jackson Laboratories, Farmington, États-
Unis, 1/10000) ou avec l’anti-mouse couplé à la péroxidase (KPL, 1/10000) tel qu’indiqué 
dans le tableau 5. Après incubation, la membrane a subit 5 lavages de 5 minutes avec du 
PBS/0,05% Tween et un dernier lavage de 5 minutes avec du PBS. Les protéines furent 
visualisées par addition d’ECL (supersignal picowest; Thermo Fisher, États-Unis) et 
visualisées par ImageQuant (LAS 4000 mini).  
 
   
 
 
Tableau 5: Anticorps utilisés dans notre étude 
 
 














1/1000 O/N Lapin Cell Signaling 9171 
STAT1 
(Polyclonale) 




1/2000 O/N Lapin Cell Signaling 4441 
STAT2 
(Polyclonale) 




1/1000 O/N Lapin Cell Signaling 7649P 
STAT6 
(Monoclonale) 
1/1500 O/N Lapin Cell Signaling 5397 
IRF9 
(Monoclonale) 
0.125µg/mL O/N Souris BD bioscience 610285 
SeV 1/7000 3hrs Lapin Dr John Hiscott - 
Actine 1/10000 15 minutes Souris Chemicon MAB1501 
 
 
Extraction d’ARN totaux  
Les ARN totaux ont été extraits à l’aide du Kit « RNAqueous-96PCR kit » (Ambion, 
Thermo Fisher Scientific, États-Unis). Brièvement, le milieu de culture a été aspiré et les 
cellules ont été lavées avec du milieu de culture sans sérum chaud. Les plaques ont été mises 
sur glace et les cellules ont été grattées avec la solution « Lysis/Binding ». De l’éthanol a été 
ajouté aux échantillons afin de faire précipiter l’ADN, puis finalement 150µl d’échantillon ont 
été ajoutés à la plaque filtre fournie avec le kit qui permet de retenir les ARN contenus dans 
les échantillons. La plaque filtre a été soumise à une centrifugation à 1000 x g pendant 3 
minutes. Cette étape a été répétée jusqu’à ce qu’il ne reste plus d’échantillon. Ensuite les puits 
de la plaque filtre ont été lavés avec de la solution « Wash Solution » et la plaque a été 
centrifugée à 1000 x g pendant 3 minutes et un autre 2 minutes afin d’enlever tout résidu de « 
Wash Solution » qui pourrait être dans la plaque à filtre. Un traitement à la DNase a été 
réalisé, en ajoutant de la DNAse I avec le buffer DNAse I à chacun des puits. L’incubation a 
été réalisée pendant 30 minutes à 37
o
C. Ensuite, la « solution de Rebinding » a été ajoutée 
suivi d’une centrifugation à 1000 x g pendant 3 minutes et d’une seconde pendant 2 minutes. 
Deux lavages ont été faits avec de la solution « Wash Solution », suivis d’une centrifugation 
afin d’enlever la solution de lavage. Pour terminer, la solution d’élution préchauffée a été 
ajoutée au centre de chaque puits. La plaque a été centrifugée à 1500g pendant 2 minutes et le 
volume élué qui contient les ARN totaux a été transféré dans un tube neuf. Pour précipiter 
l’ARN, 0.1 volume d’acétate d’ammonium 5M avec 0.02 volume d’acrylamide linéaire 
5mg/mL ont été ajouté aux échantillons. De l’éthanol 100% a aussi été ajouté et les 
échantillons ont été mélangés par inversion. Ensuite, ils ont été incubés à -20
o
C pendant 20 
minutes. Le surnageant a été enlevé, puis le culot a été séché à température ambiante pendant 
dix minutes. Les ARN ont été resuspendus dans 15ul de solution d’élution préchauffée à 50
o
C. 
Après une incubation de 10 minutes à température ambiante suivi de 20 minutes sur glace, la 





Quantification des ARN  
Les ARN totaux ont été quantifiées dans du Tris-HCl 1M pH 8.2µl d’ARN de chaque 
échantillon a été ajouté à 38µl de Tris-HCl pH 8. Pour le blanc, 40µl de Tris-HCl 1M pH 8 a 
été utilisé. La mesure de la densité optique à 260 nm, correspondant à l’ARN et à 280 nm, 
correspondant à l’ADN. Le ratio entre DO260/DO280 ne devrait pas être plus grand que 1.9 pour 
une pureté d’ARNm convenable de nos échantillons. 
 
Reverse Transcriptase et PCR quantitative 
La méthode de PCR en temps réel avec le SYBR Green repose sur la détection et la 
quantification d’un émetteur fluorescent produit lors de l’amplification, qui génère une 
augmentation de la fluorescence qui est proportionnelle à la quantité d’amplicons produits. 
Durant la phase de la dénaturation, le SYBR Green libre se fixe aux sillions mineurs de l’ADN 
permettant l’absorption de la lumière bleue et l’émission d’une lumière verte. Les ARNm ont 
été inversement transcrits avec le kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) [50]. 
L’ADNc de Mx1, IDO, APOBEC3G, CXCL10, NOD2, IRF1, DUOX2, PKR furent utilisés 
dans une réaction de PCR en utilisant le kit QuantiTect SYBR green (Qiagen) avec les 
amorces décrites dans le  tableau 6 et le programme recommandé par le manufacturier. 
L’ADNc de DUOX2 fut utilisés dans une réaction de PCR avec la technique TaqMan en 
utilisant le kit TaqMan (Gene Expression Assays de Life Technologies, Thermo Fisher, États-
Unis (sonde: Hs00204187_m1)) [51]. La technologie TaqMan repose sur l’activité d’une 
exonucléase de la Taq polymérase, qui hydrolyse une sonde spécifique hybridée à sa séquence 
cible sur l’amplicon durant la phase de l’extension de la PCR. Un fluorochrome émetteur est 
alors fixé à l’extrémité 5’ de la sonde d’hybridation. La Taq polymérase hydrolyse la sonde 
seulement lorsque celle-ci est hybridée à sa séquence complémentaire. La normalisation des 
données a été faite à partir de l’ARNm S9, un gène codant une protéine ribosomale de la sous-
unité 40S [52]. Les réactions de PCR ont été réalisées par Rotor-Gene (Corbett Research 
Rotor-Gene 3000).  Pour la quantification des gènes, deux méthodes d’analyse ont été 
réalisées, soit en expression relative de chacun des gènes cibles qui ont été comparés au 
témoin (S9). Ainsi, nous avons effectué la différence entre le nombre de cycle moyens obtenus 
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Tableau 6: Conditions d’utilisation des différentes amorces dans la réaction de PCR 
quantitative de type SYBR Green 
pour le gène cible et le témoin selon la formule suivante : ΔCT= CT (cible) - CT (témoin).  
Ensuite, nous avons calculé le ΔΔCT qui représente la différence entre le ΔCT du gène cible et 
la moyenne des  ΔCT  du témoin positif pour le même gène :  ΔΔCT  = ΔCT (échantillon)- 
ΔCT (témoin positif).  Les résultats obtenus ont été transformés en puissance selon la formule: 
2
-CTLΔΔCT
.  La deuxième méthode de quantification a été réalisée en valeurs absolues en 





































Initiation: 95ºC 10 min;  
40 cycles: 95 ºC 15 sec.; Tm variable selon l’amorce 30 sec.; 72ºC 30sec; 
Terminaison: 72ºC 10min 
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Essais de l’activité rapporteuse de la luciférase  
Les cellules U3A ont été cotransfectées à une confluence de 90%, avec 100ng de l’un 
des plasmides rapporteurs luciférases (données généreusement par Dr. David Proud, Calgary) 
suivant: IP10prom-977pb, IP10prom-376pb, IP10prom977pb-ISRE(3), IP10prom977pb-
NFkB(1), IP10prom977pb-NFkB(2), IPprom977pb-AP-1 (décrits dans la section 
résultats) et avec 50ng de plasmide exprimant la rénilla-luciférase (contrôle interne), pendant 8 
heures. Pour chaque construction de plasmide, l’expérience a été effectuée en triplicata 
indépendant. Une heure avant la transfection, le milieu de culture a été remplacé. Lors de la 
transfection, la lipofectamine 2000 (Thermo Fisher, États-Unis) a été ajouté aux complexes 
contenant le plasmide avec un ratio 1: 2. Pour chaque triplicata 50µL d’OptiMEM (Invitrogen, 
Thermo Fisher, États-Unis) a été ajouté à chacun des plasmides. Trois mélanges contenant 
50µL/transfection d’OptiMEM ont été ajoutés à la lipofectamine 2000 de manière 
indépendante et incubé à température pièce pendant 5 minutes. Ces derniers ont par la suite été 
ajouté aux plasmides et ajouté goutte par goutte dans les plaques de culture cellulaire et ils ont 
été incubés à 37
o
C pendant 24 heures. Par la suite, une costimulation par TNF+IFN 
(10ng/mL;1000U/mL) a été faites pendant 16 heures et nous avons mesuré l’activité 
luciférase. Plus précisément, si les régions régulatrices sont essentielles à la transcription, la 
luciférase sera exprimée et va hydrolyser la luciférine et provoquer la libération d’un photon. 
Pour la normalisation, nous avons cotransfecté les cellules avec un plasmide contenant la 
luciférase firefly avec la luciférase rénilla, la normalisation se fait sous la forme d’un rapport 
luciférase/rénilla. Afin de s’assurer de la validité de l’activité luciférase, un contrôle négatif 








Chapitre 3: Résultats 
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3.1.0  Déterminer l’importance de la voie de signalisation dépendante de 
STAT2 et IRF9, indépendamment de STAT1, dans la régulation 
d’un programme transcriptionnel antiviral et immunorégulateur en 
réponse à la costimulation par TNFIFN. 
Une étude récente réalisée au laboratoire du Dr. Nathalie Grandvaux a démontré que 
l’expression de DUOX2 est induite par l’action synergique entre TNF+IFN, Cette étude a 
permis de démontrer que l’induction de DUOX2 est dépendante d’une nouvelle voie de 
signalisation impliquant STAT2 et IRF9, mais qui est indépendante de STAT1 [44]. Notre 
objectif premier était de déterminer si cette nouvelle voie de signalisation contrôle 
l’expression d’autres gènes antiviraux et immunorégulateurs pour déterminer sa  fonction. 
D’autre part, pour démontrer que la régulation de DUOX2 était indépendante de STAT1, une 
stratégie basée sur des ARNi avait été utilisée dans l’étude originale [44]. Cependant, avec une 
stratégie par ARNi, il n’est pas possible d’exclure complétement une expression résiduelle, 
même mineure, de STAT1 qui pourrait être suffisante pour médier une réponse 
transcriptionnelle suite à la costimulation par TNF+IFN. Pour confirmer de manière 
absolue que cette voie est indépendante de STAT1, nous avons choisis de travailler avec des 
cellules déficientes en STAT1. Nous avions le choix entre deux modèles: 1- une lignée de 
fibroblastes humains, la lignée U3A dérivée de la lignée 2ftGH par mutagenèse [53] ; 2- des 
cellules épithéliales issues de souris STAT1
-/- 
[54]. Le système immunitaire du tractus 
respiratoire murin diffère substantiellement du système humain. Nous avons donc choisi de 
réaliser notre étude en utilisant la lignée humain U3A [55]. Nous avons abordé les questions 
suivantes: 
- Quel est le profil d’induction de gènes immunorégulateurs et antiviraux en 
réponse à la costimulation par TNF+IFN dans les cellules épithéliales 
pulmonaires ?  
- Est-ce que l’induction synergique des gènes en réponse à TNF+IFN est 
indépendante de STAT1 ? Cette étude a été réalisée dans les cellules U3A. 
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- Est-ce que l’induction synergique des gènes en réponse au TNF+IFN est 
dépendante de STAT2 et IRF9 ? Pour répondre à cette question, nous avons 
utilisé la technique d’ARNi contre STAT2 et IRF9 dans la population de cellules 
U3A.  
- Finalement, nous voulions déterminer si l’expression des gènes régulés par la 
voie dépendante de STAT2 et IRF9 étaient régulés de manière transcriptionnelle 
en étudiant l’activation du promoteur.  
 
3.1.1   Profil d’expression de gènes immunorégulateurs et antiviraux en 
réponse à TNF, IFN ou à TNF+IFN 
Afin de déterminer le profil d’induction de gènes en réponse à la costimulation par 
TNF+IFN dans les cellules épithéliales pulmonaires, nous avons sélectionné un panel de 
gènes immunorégulateurs et antiviraux décrits dans la littérature pour être induits soit par le 
TNF ou l’IFN[35, 56–58]: MX1, IDO, APOBEC3G, CXCL10, NOD2, IRF1 et PKR. 
DUOX2, déjà décrit comme étant régulé de manière synergique entre TNFIFN a 
également été ajouté à l’étude. Parmi ces gènes, APOBEC3G, PKR, MX1 et CXCL10, ont 
également été décrits comme des gènes pouvant être exprimé de manière indépendante de 
STAT1 en réponse aux IFN de type I (/) et II () [40, 59]. 
 
Nous avons stimulé des cellules A549 par TNF seul (10ng/mL), par 
IFNseul1000U/mL) ou par TNF+IFN(10ng/mL;1000U/mL) pendant 3, 6, 16 et 24 
heures. Aux différents temps, l’ARN total a été extrait et l’expression relative des différents 
gènes a été quantifiée au niveau de l’ARNm par qRT-PCR. L’analyse du profil d’expression 
des gènes sélectionnés (figure 3-1) nous révèle deux catégories distinctes d’induction par les 
différentes cytokines. Les résultats (figure 3-1.1) ont montré que la costimulation des cellules 
par TNF+IFN induit de manière synergique l’expression de DUOX2, IDO, APOBEC3G, 
CXCL10, NOD2 et IRF1. L’expression de DUOX2, IDO, APOBEC3G, CXCL10 se fait 
tardivement, soit à partir de 9 heures post-stimulation comparativement à l’expression de 
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NOD2 et IRF1 où l’on voit la quantité d’ARNm plafonner dès trois heures post-stimulation 
leurs quantité d’ARNm plafonne jusqu’à 24 heures post-stimulation. L’action synergique entre 
TNF+IFN permet d’augmenter de manière significative le niveau d’expression d’ARNm de 
DUOX2, IDO, APOBEC3G, CXCL10, NOD2, IRF1 et CXCL10 comparativement à la 
stimulation unique par l’IFNou le TNF. La stimulation par le TNF seul induit 
transitoirement l’expression de NOD2 et IRF1 dès trois heures post-stimulation pour ensuite 
diminuer. De plus, leurs expressions sont également induites dans les temps courts post-
costimulation par TNF et IFN comparativement à l’expression de DUOX2, IDO et 
APOBEC3G. DUOX2, IDO, APOBEC3G, NOD2 et IRF1 sont induits faiblement par la 
stimulation de l’IFN seul comparé aux gènes induits par la costimulation du TNF et IFN. 
Les gènes MX1 et PKR ne sont pas exprimés en réponse au TNF seul. Par contre, la 
stimulation des cellules par l’IFN seul permet l’induction de MX1 et de PKR. Il est important 
de noter que suite à la costimulation du TNF+IFN, le profil d’expression de MX1 et de PKR 
est semblable à celui des cellules stimulées par l’IFN seul. Ce résultat indique que ces gènes 
ne répondent pas de manière synergique à la costimulation (figure 3-1.1).  
 
L’ensemble de ces résultats, nous ont permis de regrouper les gènes IDO, APOBEC3G, 
DUOX2, CXCL10, NOD2, IRF1, MX1 et PKR en fonction de leur réponse aux cytokines, 
c’est-à-dire ceux qui sont induits par la stimulation du TNF seul, l’IFN seul ou par la 
costimulation par TNF+IFN. Le diagramme de venne présenté à la figure 3-1.1.1 indique 
qu’aucun des gènes étudié n’est induit exclusivement par la stimulation par le TNF seul. 
Deux gènes, MX1 et PKR, sont exprimés seulement en réponse à l’IFN. NOD2 et IRF1 
répondent à la fois à la stimulation unique du TNF, de l’IFN et à la costimulation par 
TNF+IFN dans les temps court, c’est-à-dire 3 heures post-stimulation. Trois gènes, IDO, 
DUOX2 et APOBEC3G, sont induits par IFN et sont induit tardivement de manière 
synergique entre TNF+IFN. CXCL10 est exprimé uniquement tardivement par la 
costimulation du TNF+IFN. Cette expérience nous a permis d’identifier des gènes qui 
répondent tardivement de manière synergique à la costimulation par TNF+IFN dans les 








Figure 3-1.1:  Gènes immunorégulateurs et antiviraux induits par TNF seul, 
IFNseul ou  par l’action synergique du TNF+IFN 
Des cellules A549 ont été stimulées soit par TNF (10ng/mL) seul, de par IFN 
(1000U/mL) seul ou costimulées par TNF+IFN (10ng/mL;1000U/mL) aux 
temps indiqués. La quantification des ARNm ont été faite par qRT-PCR et 
exprimés en quantité relative (CT) après normalisation avec l’ARNm S9. 





















Figure 3-1.1.1:  Diagramme de Venn représentant la classification 
d’induction de Mx1, PKR, NOD2, IRF1, IDO, DUOX2, APOBEC3G et 
CXCL10 en fonction de la réponse à la stimulation des cellules A549 par le 




3.1.2    Analyse de l’expression des gènes induits de manière synergique en 
réponse à TNF+IFN dans des cellules déficientes en STAT1. 
Nous avions pour objectif de déterminer si l’induction des gènes immunorégulateurs et 
antiviraux trouvés pour répondre à la costimulation par TNF+IFN de manière synergique 
est également médiée par la voie de signalisation indépendante de STAT1, préalablement 
identifiée dans l’étude de la régulation de DUOX2 [44]. Pour répondre à cette question, nous 
avons utilisé le modèle de cellules U3A. 
3.1.2.1   Validation du modèle de cellules U3A 
Nous avons tout d’abord vérifié que les cellules U3A étaient bien déficientes en 
STAT1. Nous avons analysé comme contrôle les cellules U3AR, des cellules U3A dans 
lesquelles STAT1 a été exprimé à nouveau de manière stable. Comme nous voulions étudier la 
voie de signalisation induite par la costimulation par TNF+IFN, qui selon l’étude de 
l’expression de DUOX2 est dépendante de STAT2 et IRF9, il était important de valider si 
STAT2 et IRF9 étaient exprimés dans les cellules U3A et pouvaient être activés. Afin de 
vérifier ces paramètres, nous avons analysé des extraits protéiques de U3A et de U3AR issus 
de cellules non stimulées et stimulées par TNF+IFN pendant 2, 16, 24 et 32 heures. Nous 
avons séparé les protéines par électrophorèse SDS-PAGE suivi d’une analyse par 
immunobuvardage. Les immunobuvardages (figure 3-1.2.1A) confirment l’absence totale de 
STAT1 dans les U3A comparativement aux U3AR. STAT2 est exprimé dans les deux types 
cellulaires, bien qu’à un niveau moindre dans les cellules U3A. L’activation de STAT2, 
analysée par la détection de la phosphorylation de la tyrosine 690, est induite par la 
costimulation du TNF+IFN (10ng/mL;1000U/mL) dans les deux types cellulaires. 
L’induction de IRF9, qui traduit son activation, en réponse à TNF+IFN est également 
observée dans les deux types cellulaires. Ces résultats confirment que STAT2 et IRF9 sont 
présents et activables dans les cellules U3A en réponse à TNF+IFN, validant de ce fait 




3.1.2.2  Analyse de l’expression de CXCL10, APOBEC3G et IDO en réponse à la 
costimulation par TNF+IFN dans les cellules U3A. 
Nous avons utilisé les cellules U3A et U3AR pour étudier l’expression de DUOX2, 
CXCL10, APOBEC3G et IDO, trouvés précédemment, pour répondre à l’action synergique à 
la costimulation par TNF+IFNdans les cellules  Pour ce faire, nous avons stimulé 
des cellules U3A et U3AR par TNF+IFN (10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 et 24 heures 
puisque nous avions déterminé précédemment que DUOX2, CXCL10, IDO et APOBEC3G 
sont induit tardivement en réponse à la costimulation (figure 3-1.2.1). Aux différents temps, 
l’ARN total a été extrait et l’expression relative des différents gènes a été quantifiée au niveau 
de l’ARNm par qRT-PCR en valeurs relatives (ΔΔCT). 
- Les analyses obtenues pour l’expression de DUOX2 lors de la costimulation par 
TNF+IFN(résultats non montrés) nous ont confirmé que DUOX2 n’est pas 
inductible dans les cellules U3A. Ceci est conforme à la littérature décrivant DUOX2 
comme un gène exprimé spécifiquement dans les cellules épithéliales [60].  
- Les résultats présentés à la figure 3-1.2.1B démontrent que dans les cellules U3A 
stimulées pendant 24 heures, nous observons une stimulation de 42.6X de 
l’expression de CXCL10 par rapport aux cellules non-stimulées. L’observation que 
CXCL10 est induit 2695X en comparaison dans les cellules U3AR suggère, tel que 
décrit dans la littérature, qu’il existe également une voie d’activation de l’expression 
dépendante de STAT1 [57, 61, 62]. 
- APOBEC3G est présent dans les cellules U3A non-stimulées et est augmenté de 50% 
à 24 heures post-stimulation comparativement aux cellules non-stimulées. Il est à 
noter que le seuil d’induction significatif d'un gène est généralement considéré 
comme étant au minimum de 2X. Plusieurs papiers ont démontré que APOBEC3G est 
également exprimé par la voie de signalisation dépendante de STAT1 [40, 63] ce qui 
reflète probablement l’augmentation de l’expression de APOBEC3G de 6.6X dans les 
cellules U3AR, 24 heures après la costimulation par rapport aux cellules non 
stimulées (figure 3-1.2.1B).  
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- Les analyses obtenues pour l’expression de IDO ont révélé que les niveaux 
d’expression n’est pas reproductible. Les résultats n’ont donc pas été pris en 
considération. 
  
Ces résultats démontrent que les gènes CXCL10, APOBEC3G  sont inductibles lors de 
la costimulation par TNFIFN dans les cellules déficientes en STAT1. Ceci confirme qu’il 
existe une voie de signalisation indépendante de STAT1 induite par la costimulation du 




Figure 3-1.2.1: CXCL10 et APOBEC3G  sont induits par la costimulation du TNF+IFN, 
indépendamment de STAT1 
Des cellules U3A (déficientes en STAT1) et U3AR (U3A exprimant STAT1 de manière 
stable) ont été stimulées par TNF+IFN (10ng/mL;1000U/mL) pendant les temps 
indiqués. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-PAGE et l’expression des protéines de 
STAT1-P-Tyr701, STAT1, STAT2-P-Tyr690, STAT2, IRF9 ont été analysés par 
immunoblot (IB). Les données sont représentatives de trois expériences différentes avec 
des résultats similaires. (B) La quantification des ARNm ont été faite par qRT-PCR et 
exprimé en quantité relative (CT) après normalisation avec l’ARNm S9. Moyenne +/- 
SEM, (n≥4). Figure réalisée avec la collaboration de Mario Kalamujic. 
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3.1.2.3   Étude du rôle de STAT2 et IRF9 dans l’expression de CXCL10 et 
APOBEC3G en réponse à la costimulation par TNF+IFN dans les 
cellules déficientes en STAT1 
 
Nous avons établi que la voie de signalisation activée par la costimulation du 
TNF+IFN permet l’expression de CXCL10 et APOBEC3G de manière indépendante de 
STAT1. Notre objectif suivant était de déterminer si l’expression de CXCL10 et APOBEC3G 
implique les protéines STAT2 et IRF9 comme cela a préalablement été démontré pour 
l’expression de DUOX2. Pour cela, nous avons utilisé une stratégie basée sur des ARNi. Des 
cellules U3A ont été transfectées avec des ARNi contrôle ou ciblant spécifiquement STAT2 
ou IRF9. Après 48 heures de transfection, nous avons costimulé ces cellules par 
TNF+IFN(10ng/mL;1000U/mL) pendant 24 heures, puis les ARNm ont été quantifiés par 
qRT-PCR en valeurs absolues. Nous avons également analysé les extraits protéiques par 
électrophorèse SDS-PAGE suivi d’une analyse par immunobuvardage. 
 
L’analyse de l’immunobuvardage présenté à la figure 3.1.2.3A a permis de valider 
l’efficacité d’inhibition de l'expression de STAT2 et de IRF9. Les résultats démontrent une 
diminution très significative de l’expression de STAT2 et de IRF9 dans les cellules 
transfectées avec les ARNi correspondants et costimulées par TNF+IFN comparativement 
aux cellules contrôles. L'analyse des ARNm présentée à la figure 3.1.2.3B démontre:  
- une expression basale de APOBEC3G dans les cellules U3A qui est augmentée de 
45% par la costimulation du TNF+IFN Par contre, lorsque l'expression de STAT2 
ou de IRF9 est inhibée, l’expression de APOBEC3G suite à la costimulation par 
TNF+IFN reste au niveau d’expression basal. 
- l’induction de l’expression de CXCL10 dans les cellules costimulées par 
TNF+IFNest quantifiée à 12998 copies ± 6%, ce qui équivaut à une augmentation 
de 93% comparée aux cellules contrôles non stimulées. Dans les cellules dans 
lesquelles l’expression de STAT2 ou IRF9 est inhibée avant la costimulation par 
TNF+IFN, l’expression de CXCL10 est quantifiée à 1914 et 2659 copies ± 6%, 
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correspondant à 90% et 85% par rapport aux cellules contrôles costimulées, 
respectivement.  
 
L’ensemble de ces résultats nous a permis de démontrer que l’expression tardive de 
APOBEC3G et CXCL10 suite à l’induction par TNFIFN met en jeu une voie de 
signalisation impliquant STAT2 et IRF9. Ceci indique que la voie de signalisation dépendante 
de STAT2 et IRF9 mais indépendante de STAT1 en aval de TNFIFN n’est pas restreinte à 




Figure 3-1.2.3:   L’expression de APOBEC3G et de CXCL10, est dépendante de la 
voie de signalisation STAT2/IRF9 
Des cellules U3A (déficientes en STAT1) ont été transfectées avec un siCTRL, 
siSTAT2 ou siIRF9 pendant 48 heures avant d’être stimulées par TNF+IFN 
(10ng/mL;1000U/mL) pendant 24 heures. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-
PAGE et l’expression des protéines de STAT2 et de IRF9 ont été analysés par 
immunoblot (IB) afin de valider la transfection. Les données sont représentatives de 
trois expériences différentes avec des résultats similaires. (B) La quantification des 
ARNm ont été faite par qRT-PCR et exprimés en valeurs absolues après 





3.1.2.4  Déterminer si l’induction synergique en réponse à 
TNF+IFNimplique une régulation transcriptionnelle des 
gènes antiviraux et immunorégulateurs 
 
Nos expériences précédentes nous ont permis de confirmer que l’induction synergique 
de gènes antiviraux et immunorégulateurs par TNFIFN implique une régulation par les 
protéines STAT2 et IRF9. Tel que décrit ci-dessus l’expression des gènes induits par 
TNFIFN est tardive comparée aux gènes stimulés par IFN seulement (figure 3 -1.1). 
Cette observation pose la question du mécanisme mis en jeu. Nous avons donc voulu 
confirmer si l’induction observée résulte d’une régulation transcriptionnelle. Pour répondre à 
cette question, nous avons réalisé des essais de gènes rapporteurs en utilisant différentes 
constructions de plasmides (données généreusement par Dr. David Proud, Calgary) contenant 
le promoteur de CXCL10, ou des versions mutées ou tronquées, en amont du gène firefly 
luciférase (figure 3.1.2.4) [64]: 
- une construction contenant la séquence complète du promoteur de CXCL10: 
IP10prom-977pb 
- une construction contenant une délétion de la région distale du site d’initiation de 
la transcription qui contient deux sites consensus ISRE: ISRE (1) et ISRE (2) de 
liaison des IRF: IP10prom-376pb 
- une construction contenant une mutation du site ISRE proximal: IP10prom-977pb-
ISRE (3) 
- deux constructions contenant chacune une mutation dans l’un des sites de liaison 
pour NFB dans la région proximale du site de liaison: IP10prom-977pb-NFB 
(1) et IP10prom-977pb-NFB (2) 
- une construction contenant une mutation au site de liaison d’AP-1: IP10prom-
977pb-AP-1 
 
Au total, six groupes de cellules U3A déficientes en STAT1 ont été cotransfectés par 
l’une des constructions luciférases (100ng) décrite ci-dessus et un plasmide contrôle 
permettant l’expression de la rénilla-luciférase (50ng) servant de contrôle interne pour 
normaliser le niveau de transfection. Après 8 heures de transfection, les cellules ont été 
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stimulées par TNF+IFN (10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 heures, puis nous avons mesuré 
les activités luciférase (firefly et renilla). 
 
Les résultats obtenus (figure 3.1.2.4.1) démontrent que dans les cellules qui ont été 
transfectées avec le plasmide contenant le promoteur complet de CXCL10 (IP10prom-977pb), 
la costimulation par TNF+IFN induit une augmentation de l’activité luciférase de 3.16X par 
rapport aux cellules non stimulées. Cette observation indique que l’induction des gènes en 
réponse à la costimulation par TNFIFNse fait au moins en partie par une régulation au 
niveau transcriptionelle. 
 
L’analyse des constructions mutées ou tronquées a conduit aux résultats suivants: 
- Il n’y a pas de différence significative de l’activité luciférase dans les cellules 
costimulées contenant la construction IP10prom-376pb par rapport aux cellules 
costimulées transfectées avec la construction contenant le promoteur complet 
(IP10prom-977pb). Ceci indique que les deux sites ISRE distaux, ISRE(1), 
ISRE(2), ne sont pas impliqués dans la régulation de CXCL10, en réponse au 
TNFIFN
- Il n’y a pas de différence significative de l’activité luciférase dans les cellules 
costimulées contenant la construction IP10prom-977pb-AP-1 par rapport aux 
cellules costimulées transfectées avec la construction contenant le promoteur 
complet (IP10prom-977pb). Ceci indique que le site AP-1 n’est pas impliqué dans 
la régulation de CXCL10, en réponse au TNFIFN
- Par contre, nous observons une diminution de 51% de l’induction de l’activité du 
promoteur au TNFIFNlorsque la séquence ISRE(3) est mutée (IP10prom-
977pb-ISRE(3)).  
- De même, une mutation dans l’une ou l’autre des séquences de liaison de NFB, 
NFB(1) et NFB(2) (IP10prom-977pb-NFB(1) et IP10prom-977pb-
NFB(2)) cause respectivement une diminution de 49% et 62% de l’activité du 
promoteur induite par TNF+IFN comparativement au promoteur entier.  
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Ainsi, ces résultats démontrent que la régulation transcriptionelle du promoteur de 
CXCL10 par TNF+IFN dans les cellules U3A déficientes en STAT1 implique les sites 






Figure 3-1.2.4:  Schéma des constructions du promoteur de CXCL10 utilisées dans 
notre étude 
Les différentes constructions plasmidiques utilisées pour étudier la régulation 
transcriptionelle du promoteur de CXCL10 sont représentées. Les sites consensus de 
liaison des facteurs de transcription IRF (ISRE), NFκB et AP-1 sont indiqués. Les 
flèches au-dessus des sites indiquent les sites mutés dans la construction 
correspondante. Schéma adapté de AM. J. Physiol. Lung Cell. Mol Physiol [64]. Avec la permission de The American 
Physiological Society. 
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Figure 3-1.2.4.1:   L’activité transcriptionelle du promoteur de CXCL10 induite par 
TNFIFN implique les séquences de liaison ISRE(3), NFB(1) et 
NFB(2).  
Des cellules U3A ont été cotransfectées avec 100ng de l’un des plasmides rapporteurs 
luciférase suivant: IP10prom-977pb, IP10prom-376pb, IP10prom977pb-ISRE(3), 
IP10prom977pb-NFkB(1), IP10prom977pb-NFkB(2) ou IPprom977pb-AP-1 et 
avec 50ng de plasmide contenant la rénilla-luciférase (contrôle interne), pendant 8 
heures. Par la suite les cellules ont été stimulées par TNF+IFN 
(10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 heures avant de mesurer les activités luciférase. Les 
résultats ont été normalisés par rapport à la rénilla luciférase. Chaque valeur 
représente la moyenne +/- SEM de triplicata d’un échantillon indépendant. Les 
données sont représentatives de trois expériences différentes avec des résultats 
similaires. Figure réalisée avec la collaboration d’Élise Caron. 
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3.2.0      Est-ce que STAT6, qui est un régulateur connu de DUOX2 en réponse 
à IL4+IL13, est impliqué dans l’induction de DUOX2 en réponse à la 
costimulation par TNF IFN? 
 
Nous nous sommes intéressés à déterminer si une autre protéine pouvait remplacer la 
fonction de STAT1 dans la voie de signalisation dépendante de STAT2 et d’IRF9 qui est 
induite par la synergie du TNF+IFN. STAT6 est connu pour être important dans la réponse 
immunitaire antivirale, il est activé par plusieurs cytokines en plus des acides nucléiques 
virales [65], mais aucune étude à ce jour à démontré son activation par le TNF ou l’IFN. De 
plus, plusieurs études permettent de sélectionner STAT6 comme une protéine possiblement 
impliquée dans la voie de signalisation dépendante de STAT/IRF9 lors de la costimulation par 
TNF+IFN: 1) Il a été démontré que STAT6 peut former un complexe transcriptionnel avec 
STAT2 [66] 2) STAT6 est un régulateur de l'expression de DUOX2 lors de la costimulation 
par IL4+IL13 [67].  
 
3.2.1   Déterminer le rôle de STAT6 dans la voie de signalisation induite par le 
TNF+IFN 
Afin de vérifier si STAT6 est impliqué dans la voie de signalisation induite par la 
synergie entre TNF et IFN nous avons inhibé l’expression de STAT6 dans les cellules 
A549. Un premier groupe de cellules a été transfecté avec des ARNi contrôle (siCTRL). Deux 
autres populations de cellules ont été transfectées individuellement avec deux séquences 
d’ARNi différentes dirigées contre STAT6, siSTAT6(1) et siSTAT6(2). Le but d’utiliser deux 
séquences différentes d’ARNi contre STAT6 est de confirmer que le phénotype observé n'est 
pas dû à un effet "off-target" d'un des ARNi. Pour terminer, un dernier groupe cellulaire a été 
transfecté avec des ARNi contre IRF9. Cette condition sert de contrôle positif pour s’assurer 
de l’efficacité de l’inhibition de l’expression de DUOX2 par un ARNi connu [44]. La 
stimulation par TNF+IFN a été réalisée 48 heures après la transfection des ARNi. À 16 
heures suivant la costimulation, les protéines et les ARN totaux ont été extraits. L’efficacité de 
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la transfection des ARNi contre STAT6 et IRF9 a été validée par immunobuvardage et 
l'expression de DUOX2 a été quantifiée par qRT-PCR en valeurs absolues.  
 
La figure 3-2.1A montre un immunobuvardage confirmant l’efficacité de l’inhibition de 
l’expression de STAT6 et IRF9. Les résultats démontrent que dans le groupe de cellules non 
stimulées qui a été transfecté avec chacun des ARNi contre STAT6, nous observons une 
diminution très significative de l’expression de STAT6 par rapport aux cellules contrôles 
transfectées avec siCTRL non stimulées. Dans le groupe de cellules non stimulées transfectées 
avec les ARNi contre IRF9, nous observons une diminution considérable de l'expression 
d'IRF9. Dans les groupe de cellules transfectées avec un siCTRL et costimulées par 
TNF+IFNnous observons une induction de l'expression de STAT6 et IRF9 comparé aux 
cellules contrôles non-stimulées. De plus, nous observons une inhibition significative de leur 
expression lorsque les cellules sont transfectées par les ARNi spécifiques contre STAT6 et 
IRF9 avant la costimulation. Nous pouvons donc conclure que les ARNi utilisés permettent 














Les résultats de la figure 3-2.1B ne démontrent aucune expression de DUOX2 dans 
l'ensemble des groupes de cellules non stimulées. La stimulation des cellules contrôles par 
TNF+IFN induit l’expression de l’ARNm de DUOX2 quantifiée à 9.5x10
3
 copies ± 5%, ce 
qui représente une augmentation de 10
5
 copies par rapport aux cellules contrôles non 
stimulées. Dans les cellules transfectées par le siSTAT6(1) et stimulées par TNF+IFN, 
l'expression de DUOX2 est quantifiée à 1.54X10
4
 ± 14%,  et dans les cellules transfectées par 
siSTAT6(2) stimulées par TNF+IFN, l'expression s'élève à 4.5x10
4
 copies ± 0,5%. Ces 
résultats représentent une augmentation de l’expression de DUOX2 de 35% pour les cellules 
transfectées par siSTAT6(1) et de 78% pour les cellules transfectées par siSTAT6(2) par 
rapport aux cellules contrôles costimulées. Pour les cellules transfectées par siIRF9, 
l’induction de DUOX2 par TNF+IFNdiminue de 84% par rapport aux cellules contrôles, 
conformément à ce qui a été démontré précédemment [44]. De manière inattendue, alors que 
STAT6 est connu pour être un régulateur positif de l’expression de DUOX2 lors de la 
costimulation par IL4+IL13, STAT6 semble avoir un impact négatif sur la régulation de 















Figure 3-2.1: Analyse du rôle de STAT6 dans la voie de signalisation induite en 
réponse à la costimulation du TNF+IFN 
Des cellules A549 ont été transfectées avec un siCTRL ou siSTAT6 (1) ou siSTAT6 
(2) ou siIRF9 pendant 48 heures avant d’être stimulées ou non avec du TNF+IFN 
(10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 heures. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-
PAGE et l’expression des protéines de STAT6 et de IRF9 ont été analysés par 
immunoblot (IB). Les données sont représentatives de trois expériences différentes 
avec des résultats similaires. (B) La quantification des ARNm ont été faite par qRT-
PCR et exprimée en valeurs absolues après normalisation avec l’ARNm S9. 




3.2.2   Déterminer le rôle de STAT6 dans la régulation de DUOX2 dans le    
           contexte d’une infection virale par SeV 
 
SeV est utilisé comme modèle de virus respiratoire de la famille des Paramyxoviridae. 
L’infection des cellules HEK293 par SeV conduit à l'activation de STAT6 par la 
phosphorylation de la tyrosine 641 [65]. Comme l’expression de DUOX2 a également été 
rapportée pour être induite lors de l'infection par SeV [44], notre objectif est de déterminer si 
le rôle de STAT6 dans la régulation de l’expression de DUOX2 dans le contexte d’une 
infection SeV est similaire à celui observé lors de la costimulation par TNF+IFN. 
 
Pour répondre à cette question, nous avons transfecté des cellules A549 afin d’inhiber 
la production de la protéine STAT6. Un premier groupe de cellules ont été transfecté avec des 
siCTRL, deux autres populations de cellules ont été transfectées soit avec siSTAT6 (1) et soit 
par siSTAT6 (2). Un dernier groupe cellulaire a été transfecté par des siIRF9. Ces populations 
de cellules ont été infectées par SeV (40 hemagglutination units (HAU)/10
6
 cellules), 48 
heures après la transfection d’ARNi. Les protéines ont été récoltées après16 heures d'infection. 
Les ARNm ont été quantifiés par qRT-PCR en valeurs absolues. 
 
La figure 3-2.2A montre un immunobuvardage confirmant l’efficacité d’inhibition de 
l’expression de STAT6. Ces résultats démontrent que STAT6 est induit lors de l'infection par 
SeV. Dans les groupes cellulaires transfectés par les siSTAT6 (1) et siSTAT6 (2), il y a une 
diminution très significative de l’expression de STAT6. IRF9 est également induit suite à 
l'infection et son expression est diminuée de manière considérable dans le groupe de cellules 
transfectées par siIRF9. L’immunobuvardage contre les protéines de SeV (l'expression de la 
protéine N est montré) démontre que toutes les populations de cellules ont été infectées de 
manière identique. 
 
Les résultats de la figure 3-2.2B confirme l'induction de DUOX2 en réponse à 
l'infection par SeV tel que préalablement publié. L'expression de DUOX2 dans les cellules 
contrôles infectées est quantifiée à 4,6 x 10
4
 copies ± 3%, représentant une augmentation de 
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109.9X par rapport aux cellules contrôle non stimulées. Nous n'observons pas de variation 
significative de l’induction de DUOX2 dans les cellules transfectées par siSTAT6 (1) 
comparativement aux cellules contrôles infectées. Par contre, nous observons une 
augmentation de l’expression de DUOX2 de 1,75X dans les cellules infectées SeV et 
transfectées par les siSTAT6 (2) par rapport aux cellules siCTRL infectées par SeV. Tel 
qu'attendu, dans les cellules où l’expression de IRF9 est inhibée, il y a une diminution de 51% 
de l’expression de DUOX2 comparativement aux cellules contrôles infectées. Les résultats 
obtenus sont plus mitigés que ceux observés dans le contexte de la costimulation par 
TNF+IFN. Compte tenu que l'un des RNAi n'a pas d'effet sur l'induction de DUOX2 et que 
l'autre induit une augmentation modérée de l'expression de DUOX2, le rôle de STAT6 dans la 
régulation négative de l’expression de DUOX2 lors de l'infection par SeV semble mineur.   
Figure 3-2.2:   STAT6, un régulateur négatif de l’expression de DUOX2 suite à une 
infection SeV 
Des cellules A549 ont été transfectées avec un siCTRL ou un siSTAT6(1) ou un 
siSTAT6(2) pendant 48 heures avant d’être infectées par SeV (40HAU/10
6
 cellules) 
pendant 24 heures. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-PAGE et l’expression des 
protéines de STAT6, de IRF9 et SeV ont été analysés par immunoblot (IB). L’anticorps 
contre SeV est dirigé contre une nucléoprotéine (N). Les données sont représentatives 
de trois expériences différentes avec des résultats similaires. (B) La quantification des 
ARNm a été faite par qRT-PCR et exprimée en valeurs absolues après normalisation 
avec l’ARNm S9. Moyenne +/- SEM, (n=3), sauf pour le siCTRL non infectées (n=2). 
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3.2.3    Cinétique de la phosphorylation de STAT6 dans le contexte    d’une 
costimulation par TNF+IFN et d’une infection SeV 
 
Afin de caractériser l'activation de STAT6 en réponse à la costimulation par 
TNF+IFN et lors d’une infection par SeV, nous avons déterminé la cinétique de 
phosphorylation de STAT6 sur la tyrosine 641. La phosphorylation de la tyrosine 641 est le 
mécanisme d’activation de STAT6 le plus décrit à ce jour [65, 68, 69]. Lors d’une infection 
par SeV dans les cellules HEK293, STAT6 est phosphorylé à partir de 6 heures post-infection 
et plafonne jusqu’à 12 heures; par la suite, la phosphorylation diminue [65]. Sachant que 
l’expression de DUOX2 est tardive puisqu’il est exprimé à partir à partir de 9 heures après la 
costimulation par TNF+IFN et lors d’une infection par SeV dans les cellules pulmonaires 
[44]. Nous avons également étudié l'activation de STAT6 dans les cellules A549 à des temps 
plus tardifs. Nous avons costimulé des cellules A549 par TNF+IFN(10ng/mL;1000U/mL) 
ou infecté les cellules par SeV (40HAU/10
6
 cellules) pendant 1, 3, 6, 8, 12, 16 et 24 heures. 
Connue pour induire la phosphorylation de STAT6, la costimulation des cellules A549 avec 
IL4+IL13 (50ng/mL+12ng/mL) nous a servi de contrôle positif [67].  
 
Les résultats de l’immunobuvardage (figure 3-2.3) nous indiquent qu'aucune 
phosphorylation de STAT6 n'est detectée dans le contexte de la costimulation par 
TNF+IFNCe résultat suggère que STAT6 semble être actif par d’autres mécanismes que 
la phosphorylation de la tyrosine 641. La partie carboxyl-terminale de STAT6 est responsable 
pour l’activation de la transcription de gènes. Il y a deux régions distinctes situées à 
l’extrémité C-terminale de STAT6 permettant sa transactivation. La sérine 756 retrouvée à 
l’extrémité C-terminale est phosphorylés suite à la stimulation par IL-4. Toutefois, le rôle 
fonctionnel de cette modification n’a pas été déterminé [70]. Il serait donc intéressant de se 
demander si STAT6 peut être activé par phosphorylation à d’autres sites, indépendamment de 
la phosphorylation sur la tyrosine 641.Par contre, nous observons que l'expression de STAT6 
total est induite à partir de 8 heures post-costimulation par TNF+IFN. Dans le contexte 
d’une infection par SeV, une phosphorylation de STAT6 est détectable à partir de 16 heures 
post-infection et est augmentée à 24 heures. Nous constatons également que STAT6 total est 
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Figure 3-2.3:   Cinétique de la phosphorylation de STAT6 suite à la costimulation 
avec  du TNF+IFN ou à la suite d’une infection par SeV 
Des cellules A549 ont été stimulées ou non (NS) avec du TNF+IFN 
(10ng/mL;1000U/mL) ou infectées par SeV (40 HAU/10
6
 cellules) pendant les 
temps indiqués. La costimulation pour l’IL4+IL13 (50ng/mL;12ng/mL) a été utilisée 
comme contrôle positif de la phosphorylation de STAT6. Les WCE ont été résolus 
par SDS-PAGE et l’expression des protéines de STAT6-P-Tyr641 et STAT6 ont été 
analysés par immunoblot (IB). Données préliminaires. 
induit à 16 et 24 heures post-infection. L’immunobuvardage de STAT6 total révèle deux 
bandes, une à 95 kDa et une seconde à 105 kDa. De plus, nous retrouvons trois formes de 
STAT6 phosphorylé (II, III et IV), la forme II a un poids moléculaire de 95 kDa, la forme III a 
un poids moléculaire de 97 kDa et la forme IV est à un poids moléculaires plus élevé, soit de 
115 kDa. STAT6 est connu pour être phosphorylé à la tyrosine 641, mais également sur la 
sérines 407 et la thréonine 572 [65]. Nous pourrions penser que les différentes formes de 
phosphorylation causant ainsi une variation dans les poids moléculaires de STAT6. Une autre 
hypothèse serait que STAT6 soit dégradé ce qui expliquerait la visualisation de différents 
poids moléculaires. Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions utiliser des ARN interférant 













C’est grâce à une communication adéquate entre les cellules des différentes 
composantes du système immunitaire qu’une protection efficace contre les pathogènes est 
développée. Cette communication est orchestrée par les cytokines et chimiokines qui servent 
de messager en agissant de manière autocrine/paracrine [71]. Depuis près d’un demi-siècle, les 
fonctions biologiques et les mécanismes de signalisation induits par une grande variété de 
cytokines ont été étudiés et caractérisés. Cependant, ces études ont été principalement réalisées 
ex vivo selon un mode de stimulation par une seule cytokine, une situation qui se produit 
rarement dans des conditions physiologiques. Une cellule est plutôt soumise simultanément à 
plusieurs cytokines dont la synergie peut induire une réponse qui diffère de celle enclenchée 
par la stimulation individuelle de chacune des cytokines. 
 
Il est bien documenté que lors d’une infection par un virus respiratoire, les premières 
cibles sont les cellules épithéliales des voies aériennes qui répondent rapidement, en grande 
partie via la sécrétion de cytokines et chimiokines. Parmi ces cytokines, la sécrétion d’IFN 
induit un état antiviral dans les cellules infectées et les cellules avoisinantes principalement via 
l’activation de la voie de signalisation JAK/STAT conduisant à la formation du complexe 
ISGF3, formé de STAT1, STAT2 et IRF9. Le complexe transcriptionnel ISGF3 contrôle 
l’expression de centaines de gènes ISG qui codent pour des protéines à activité antivirale [35, 
72]. Une caractéristique importante reliée à cette réponse antivirale médiée par les IFN de type 
I est qu’elle est activée dans les minutes qui suivent l’infection afin d’inhiber précocement la 
réplication virale [72].  
 
Des études récentes ont permis de montrer que le TNF, également sécrété lors d’une 
infection virale, entre en action par synergie avec l’IFN pour induire l’expression tardive 
d’un panel de gènes qui sont peu ou pas induit par l’une ou l’autre de ces cytokines 
lorsqu’elles sont utilisées séparément [45]. Une étude récente du laboratoire du Dr. Nathalie 
Grandvaux a démontré que le gène DUOX2 répond à l’action synergique entre TNF+IFN 
dans les cellules épithéliales aériennes [44]. Cette étude a également permis de démontrer que 
la régulation de DUOX2 implique les protéines STAT2 et IRF9, mais est indépendante de 
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STAT1 (figure 4-1) [44]. Les mécanismes expliquant l’expression tardive des gènes induits de 








Figure 4-1:   Régulation de l’expression de DUOX2 en réponse à TNF+IFN 
Voie de signalisation induite par l’action synergique du TNF+IFN, impliquant 
la phosphorylation de STAT2 par Tyk2 et l’induction de IRF9 qui vont 





Nos études visaient à déterminer l’importance de cette nouvelle voie de signalisation 
induite en réponse à la costimulation par TNF+IFN impliquant STAT2 et IRF9, 
indépendamment de STAT1 dans l’induction de gènes antiviraux et imunorégulateurs. Nos 
résultats suggèrent que cette nouvelle voie de signalisation n’est pas limitée à la régulation de 
DUOX2, mais contrôle également les gènes  APOBEC3G et CXCL10 qui sont induits dans les 
cellules épithéliales pulmonaires en réponse à l’action synergique entre TNF+IFNL’étude 
de ces gènes dans les cellules U3A qui n’expriment pas STAT1 a permis de démontrer que 
leur expression est régulé de manière transcriptionnelle et est également dépendante de 
STAT2 et IRF9.  
 
Nous avions émis l’hypothèse qu’une protéine pourrait remplacer la fonction de 
STAT1 dans la voie de signalisation dépendante de STAT2 et IRF9 induite en réponse à la 
costimulation par TNF+IFN. La protéine STAT6 possède plusieurs caractéristiques qui 
suggéraient qu’elle était une candidate potentielle. Cependant, nous avons déterminé que 
STAT6 agit comme un régulateur négatif de l’expression de DUOX2 dans le contexte de la 





4.1.0  La voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9, mais 
indépendante de STAT1, contrôle un programme transcriptionnel 
antiviral et immunorégulateur induit par l’action synergique entre 
TNF et IFN 
L’analyse par qRT-PCR d’un panel de gènes nous a permis d’identifier plusieurs gènes 
induits par TNF+IFN de manière synergique dans les cellules épithéliales pulmonaires. Ces 
gènes codent pour des protéines qui ont des activités antivirales ou immunorégulatrices bien 
caractérisées:  
- NOD2, également connu pour être induit par le TNF et l’IFN[73], est un 
récepteur qui reconnait des composants bactériens pour activer l’immunité 
innée [74].  
- APOBEC3G, une protéine antivirale exprimée en réponse aux IFN [75] 
permet d’inhiber la réplication de certain virus par désamination de la 
cytosine [76, 77]. 
- DUOX2, est une NADPH oxydase qui permet la production de peroxyde 
d’hydrogène extracellulaire. DUOX2 est induit par plusieurs types de 
cytokines et de IL [78] lors d’une stimulation unique in vitro, par contre son 
induction par la costimulation n’avait pas été découverte, jusqu’à tout 
récemment. 
- IRF1, un facteur de transcription de la famille des IRF qui a des fonctions 
immunomodulatoires via la régulation de multiples gènes impliqués dans la 
réponse antivirale, la réponse proinflammatoire et le développement du 
système immunitaire. IRF1 est connu pour être induit par la costimulation 
du TNF+IFN ou par l’IFN[36, 79, 80]. 
- IDO, une enzyme qui module, entres autres, les cellules T en catabolisant le 
tryptophane [81]. Ainsi, en diminuant le tryptophane intracellulaire, la 
traduction de la protéine virale est inhibée [82]. IDO est connue pour être 
induit par l’action synergique entre TNF+IFN ou par l’IFN seul [56].  
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- CXCL10, est une chimiokine exprimée en réponse à IFN seul ou par la 
costimulation du TNF+IFN[58, 83] qui permet le recrutement de cellules 
du système immunitaire [84], incluant les cellules NK, les macrophages, les 
lymphocytes T et les neutrophiles [57]. 
 
4.1.1:   Mécanismes de synergie impliqués dans la régulation des gènes 
induits par TNF+IFN 
Il est bien caractérisé que l’IFN est une cytokine impliquée dans la régulation de 
l’immunité innée et adaptative sécrétée par plusieurs types cellulaires [85]. Basée sur plusieurs 
études, la liaison de l’IFN sur son récepteur IFNAR déclenche rapidement une cascade de 
signalisation initiée par Tyk2 et JAK1 qui phosphoryle STAT1 et STAT2. Leur 
phosphorylation permet leur dimérisation et s’associeront avec IRF9 pour former un 
complexe, nommé ISGF3 [19] (figure 1-3.0). Or, nous avons analysé si l’expression de 
CXCL10, APOBEC3G et IDO, connus pour être induits par la costimulation du TNF+IFN 
étaient indépendante de la voie STAT1 dans les cellules U3A, n’exprimant pas STAT1. Nous 
avons exclu DUOX2, car son expression est restreinte aux cellules épithéliales.  
Tout d’abord, puisque les expériences d’amplification de l’ARNm de IDO fait par 
qRT-PCR n’étaient pas reproductibles (résultats non montrés), les résultats concernant IDO 
n’ont pas été retenus. L’observation que APOBEC3G soit induit de manière significative dans 
les cellules U3A reste à être confirmé suite à une optimisation des paramètres de stimulation, 
puisque l’induction de APOBEC3G est faible (proche de la limite habituellement considérée 
comme significative 2), par contre nous remarquons une tendance que l’expression de 
APOBEC3G est indépendante de STAT1 lors de costimulation par TNF+IFN (figure 
3.1.2.3). CXCL10 est induit de manière significative (figures 3-1.1 et 3-1.2.3) en réponse à 
TNF+IFN, c’est résultats nous a permis de démontrer que son expression ne nécessite pas 
la présence de STAT1, malgré le fait que plusieurs études ont affirmé que l’expression de 
CXCL10 est dépendante de STAT1 [57, 61, 62]. Bien que l’induction de APOBEC3G soit 
faible, il est notable d’observer que l’inhibition de l’expression de STAT2 ou IRF9 ramène 
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l’expression de APOBEC3G égale ou inférieure à son niveau basal (figure 3-1.2.3) 
contrairement à l’expression de CXCL10 qui est principalement induit en présence de STAT2 
et IRF9 lors de la costimulation par TNF+IFN. 
 
À la fin de ces résultats, nous obtenons qu’un seul gène, CXCL10, qui est 
significativement induit par l’action synergique entre TNF+IFNet qui dépend de la voie de 
signalisation STAT2 et IRF9. Il serait important de connaître le transcriptome des gènes qui 
sont également induits par cette voie de signalisation dépendante de STAT2 et IRF9 afin de 
déterminer la nature des gènes régulés par cette voie tardive. Nous pourrions, par ARNseq 
déterminer le profil des gènes induits par la costimulation du TNF+IFN dans les cellules 
U3A. De plus si nous incluons dans cette expérience des conditions de cellules U3A, 
également costimulées par TNF+IFN et transfectées par des ARNi contre STAT2 et IRF9 
nous pourrions déterminer les gènes exprimés de manière dépendante de STAT2 et de IRF9 
comparativement aux gènes induits par la costimulation par TNF+IFN qui ne seraient pas 
dépendant de la voie STAT2/IRF9
 
Bien que tous induits par la costimulation par TNF+IFN, ces gènes ont des profils 
différents: 
- NOD2 et IRF1 sont induits autant par TNF seul, IFN seul et par la 
costimulation par TNF+IFN. Fait à noter, NOD2 et IRF1 sont les deux seuls 
gènes qui sont induits de manière précoce en réponse à TNF+IFN, c’est-à-dire 
dès 3 heures post-stimulation. Leur expression reste maximale jusqu’à 24 heures. 
Il est très probable que le TNF+IFN par « action coopérative » en augmentant 
de manière synergique le niveau d’expression de NOD2 et de IRF1 [42] (figure 1-
2.3). Plus précisément, la costimulation par TNF+IFNinduit l’expression de 
NOD2 et de IRF1 à des niveaux plus élevés que le niveau d’expression observés 
lors d’un traitement par la stimulation du TNF seul ou de l’IFN seul. Ainsi, 
nous pourrions penser que chacune des voies de signalisation induite par TNF 
seul et par l’IFN seul permet d’activer des facteurs de transcription respectif et 
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que leur action synergique permet d’augmenter la quantité d’ARNm de NOD2 et 
IRF1 lorsque les cellules sont costimulées par TNF+IFN.  
- APOBEC3G et DUOX2 sont induits faiblement par l’IFN seul et il n’y a aucune 
induction par la stimulation unique du TNFPar contre, leur niveau d’expression 
augmente considérablement de manière synergique lors de la costimulation par 
TNF+IFN. Ce profil d’expression nous amène à penser que le TNF+IFN 
sont synergiques par « induction coopérative » [42] (figure 1-2.3) puisque la voie 
de signalisation induite par la costimulation du TNF+IFN permet 
principalement d’induire l’expression de APOBEC3G et DUOX2. Leur expression 
est induite par une voie de signalisation différente de la voie induite par l’une ou 
l’autre des cytokines suite à une stimulation unique. Il ne faut pas exclure le fait 
que APOBEC3G et DUOX2 sont faiblement exprimés par l’IFN seul, ce qui peut 
contribuer à augmenter le niveau d'expression lors de la costimulation par 
TNF+IFN si nous prenons pour acquis qu’il y a deux voies de signalisation qui 
induisent l’expression de APOBEC3G et DUOX2. 
L’induction de CXCL10 est exclusivement provoquée par la costimulation du 
TNF+IFN, ce qui nous indique que le TNF+IFN entre en action de manière synergique 
par « induction coopérative » [42] (figure 1-2.3) qui active une voie de signalisation autre que 
celle induite par l’une ou l’autre des cytokines lors de la stimulation unique. 
Un des mécanismes possible expliquant le phénomène de la synergie est donné par les 
travaux de l’équipe de Nathalie Grandvaux qui révèlent que le TNF contribue à l’induction 
de IRF9 et que la synergie du TNF+IFN induit une activation accrue et soutenue de JAK 
qui médie la phosphorylation de STAT2. Ainsi, l’induction de IRF9 et la phosphorylation de 
STAT2 contribuent probablement à l’activation de la voie de signalisation dépendante de 
STAT2 et IRF9 en réponse à la costimulation par TNF+IFN. Ces résultats sont appuyés par 




4.1.2   L’induction synergistique des gènes antiviraux et immunorégulateurs en réponse à 
la costimulation par TNF+IFNimplique une régulation transcriptionnelle 
 
L’induction tardive des gènes induits par TNF+IFN pose la question du mécanisme 
sous-jacent. En effet, jusqu’ici il n’avait pas été démontré que ces gènes étaient régulés de 
manière transcriptionnelle ou si des mécanismes post-transcriptionnels pouvaient expliquer 
leur régulation particulière. En utilisant le promoteur de CXCL10 comme modèle de gène 
régulé par TNF+IFN, nous avons observé une induction de l’activité promotrice en réponse 
à la costimulation (figure 1-3.0). Ces résultats impliquent que les gènes immunorégulateurs et 
antiviraux induits en réponse à la costimulation par TNF+IFN via la voie STAT2/IRF9 
sont régulés au moins en partie de façon transcriptionnelle. 
 
Le groupe de Grant McFadden a réalisé une étude des profils de gènes induits par 
TNF+IFN dans plusieurs types cellulaires par la méthode de puces à ADN  Des études 
bioinformatiques réalisés à partir de ces profiles n’ont pas permis d’identifier les séquences 
consensus des promoteurs des gènes spécifiquement enrichis dans ces ensemble de gènes . 
Par contre, dans notre étude, nous avons utilisé une approche simple basée sur l’étude du 
promoteur de CXCL10 pour étudier les sites consensus de liaison de facteurs de transcription 
impliqués. Nos résultats démontrent que la régulation transcriptionnelle de CXCL10 implique 
les régions régulatrices ISRE(3), NFB (1) et NFB (2). De plus, nos résultats indiquent que 
les deux sites ISRE(1) et ISRE(2) distaux du site d’initiation de la transcription et le site AP-1 
ne sont pas impliqués dans la régulation de CXCL10 puisque nous n’observons aucune 
diminution de l’activité luciférase lorsque ces sites sont mutés (figure 3-5.2). 
 
Dans la littérature, il est surtout connu que IRF9 se complexe avec STAT1 et STAT2 
pour former le facteur de transcription ISGF3, capable de se lier aux séquences ISRE du 
promoteur des gènes ISG induits par les IFN de type I et III [46]. Par contre de plus en plus 
d’évidences démontrent que STAT2 et IRF9 sont également capables de se lier aux séquences 
ISRE en l’absence de STAT1 [88]. Il est donc envisageable que STAT2/IRF9 se lient à la 
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région ISRE (3) du promoteur suite à la costimulation par TNF+IFN Enfin, les deux sites 
NFB (1) et (2) sont également impliqués dans la régulation de CXCL10. Comme le TNF est 
connu pour activer NFB, nous pourrions penser que la voie induite par la costimulation du 
TNF+IFN permet également d’activer NFB qui ira se lier aux régions régulatrices du 
promoteur de CXCL10. Nous pourrions nous demander si la transcription des gènes induits par 
la voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9, indépendamment de STAT1 en réponse 
au TNF+IFN est égalementrégulée de manière transcriptionnelle par STAT2/IRF9 et des 
sous-unités de NFB. Afin de vérifier la liaison directe de STAT2/IRF9 et des sous-unités de 
NFB sur les promoteurs des gènes régulés par TNF+IFN, nous pourrions utiliser la 
technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Il serait également intéressant de se 
demander pourquoi, contrairement à une stimulation par IFN seul, la synergie par 
TNF+IFN n’implique pas STAT1 dans la voie de signalisation dépendante de 
STAT2/IRF9.  
 
Les mécanismes expliquant comment à un certain moment l’environnement cellulaire 
discriminant STAT1 pour favoriser la voie STAT2 et IRF9 en réponse à la costimulation par 
TNF+IFN sont très peu connus. Par contre, une étude intéressante à démontré que dans les 
cellules Hela stimulées par TNF, STAT1 se retrouve associé au récepteur TNFR1 et les 
facteurs de signalisation TRADD et FADD [89]. Ainsi, c’est une hypothèse intéressante de 
penser que dans le contexte de la costimulation par TNF+IFN, le TNF induit la 
séquestration de STAT1 par son interaction avec TNFR1. Ceci favoriserait un environnement 
où STAT2 serait en plus grande quantité dans la cellule favorisant ainsi son interaction avec 
d’autres partenaires que STAT1. 
 
4.1.3:   Mécanismes possibles de l’induction tardive des gènes en réponse à TNF+IFN 
Il est notable que l’expression de DUOX2, CXCL10 et de APOBEC3G se fait 
tardivement, c’est-à-dire à partir de 9 heures suivant la costimulation par TNF+IFN. 
contrairement aux ISG induits par les IFN de type I via la voie classique médiée par ISGF3 
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qui sont induits après quelques minutes [90, 91]. Bien que les mécanismes impliqués n’aient 
pas encore été identifiés, il est possible d’émettre plusieurs hypothèses.  
 
Une première possibilité qui aurait pu être envisagée est que la stimulation par 
TNF+IFN utilise des récepteurs différents de ceux utilisés lors de l’activation par les IFN 
et TNF seuls. Cette hypothèse a pu être écartée. En effet, notre laboratoire a démontré que 
l’inhibition de l’expression du récepteur TNFR1 ou de la sous-unité IFNAR1 par des ARNi 
spécifiques diminue l’induction de DUOX2 en réponse à TNF+IFN Ceci suggère que la 
voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9 et indépendante de STAT1 est médiée par 
les récepteurs de TNFR1 et IFNAR .  
 
Une deuxième hypothèse serait que le temps que la synthèse de novo d’une protéine 
autre que STAT2 et IRF9 est nécessaire pour l’expression des gènes. Pour vérifier cette 
hypothèse, nous pourrions costimuler les cellules U3A par TNF+IFN en présence de 
cycloheximide afin de bloquer la traduction et vérifier si l’expression des gènes induits par la 
costimulation du TNF+IFNmesurée par qRT-PCR, est inhibée. Cependant, cette approche 
présente un défi pour l’interprétation. En effet, par cette méthode l’induction de STAT2 et 
IRF9 observée en réponse à TNF+IFN serait également inhibée et introduirait un biais 
dans l’interprétation des résultats. Une seule alternative serait d’identifier la protéine en 
question. Deux avenues peuvent être envisagées: premièrement, réaliser un crible de ARNi 
pour trouver d’autres régulateurs ; deuxièmement, identifier les partenaires d’interaction de 
STAT2 et IRF9 dans l’hypothèse où cette protéine formerait un complexe avec STAT2 et/ou 
IRF9.  
 
4.1.4:   Mécanismes antiviraux indépendants de STAT1.  
De plus en plus d’évidences démontrent qu’il existe des mécanismes antiviraux qui 
sont indépendant de STAT1. Le groupe de Iain L. Campbell a étudié les rôles de STAT1, 
STAT2 et IRF9 dans la réponse virale suite à une infection par le virus de la chorioméningite 
lymphocytaire (LCMV). Ils ont infecté des souris de type sauvage, des souris déficientes en 
STAT1, STAT2 ou IRF9. Ils ont remarqué que les souris de type sauvage qui ont été infecté 
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ont survécu à l’infection et qu’elles sont parvenues à éliminer le virus. Les souris dépourvues 
de STAT2 et IRF9 ont également survécu, par contre il y a eu une persistance à l’infection 
virale. Toutefois, dans le cas des souris dépourvues de STAT1 l’infection par LCMV a été 
létale. Ils ont retrouvé chez ce groupe de souris une grave pathologie immunitaire avec une 
expression élevée de diverses cytokines dans les tissus et le sérum. Cette étude a mis en 
évidence le rôle fondamentale de STAT1 qui permet d’empêcher l’émergence du virus 
comparativement à la fonction de STAT2 et de IRF9 qui permet de soutenir le réponse 
antivirale [92]. Ainsi, STAT1 est requis pour une réponse antivirale beaucoup plus puissante 
que celle engendrée par STAT2. Cette conclusion corrobore bien avec nos données puisque le 
fait que la voie de signalisation impliquant STAT2 permet d’induire un état antiviral plus 
soutenu permet de comprendre l’expression tardive des gènes induits par la costimulation du 
TNF+IFN comparativement aux gènes exprimés en réponse à l’IFN.  
 
Une autre étude a utilisé des souris dépourvues de STAT1, STAT2 ou STAT1+STAT2 
infectées par DENV pour étudier l’importance de STAT1 et de STAT2 dans la réponse 
antivirale. Les souris dépourvues de STAT1 ou STAT2 présentaient de 50 à 100 fois un 
niveau plus élevé d’ARN viral. Par contre, l’infection des souris dépourvues de 
STAT1+STAT2 par DENV a entrainé la mort précoce suite à l’infection. Ils expliquent que 
cette mortalité est due à la perte de la voie de signalisation induite par les IFN de type I et II. À 
l’inverse, STAT1 ou STAT2 seul permet de compenser suffisamment les mécanismes 
manquant par l’absence soit de STAT1 ou de STAT2 permettant une protection contre 
l’infection par DENV [93]. Ceci nous démontre que dans d’autres contextes, lors d’une 
infection virale, l’absence de STAT1 n’est pas létal et que la voie de signalisation impliquant 
STAT2 est suffisante pour assurer une protection antivirale. 
 
La capacité de STAT2 et de IRF9 à induire l’activation des gènes a très peu été étudié. 
Par contre, des preuves importantes de la régulation de gènes par STAT2 et IRF9, 
indépendamment de STAT1, ont été publiées. Ainsi, le groupe de Jian-Hua Tong a démontré 
lors de la stimulation des cellules U3A par l’IFNque STAT2 forme un complexe avec IRF9 
et se lie aux régions ISRE du promoteur de RIG-G permettant son expression. Ces résultats 
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indiquent l’existence d’une voie alternative, indépendante de STAT1, capable de moduler les 
ISG, dépendante de STAT2 et de IRF9 permettant la transcription de RIG-I. Ils ont également 
démontré que la phosphorylation de STAT2 n’est pas nécessaire pour l’induction de RIG-G 
[94]. D’autres études ont également soutenu que la phosphorylation de STAT2 dans les 
cellules U3A induite par la stimulation par IFN permet la formation d’homodimères stables 
capables d’interagir avec IRF9 qui sont recrutés à l’ADN aux régions ISRE pour permettre 
l’expression des gènes [95, 96]. Le groupe de Hans A.R. Bluyssen a également démontré que 
STAT2 interagit avec IRF9 suite à la stimulation par l’IFN dans les cellules U3A dans 
lesquelles STAT2 a été surexprimé (U3C). L’homodimère STAT2/IRF9 se lie aux régions 
ISRE et permet la transcription de gènes ISG. Ils proposent que le complexe STAT2/IRF9 
peut remplacer le rôle de ISGF3 dans la voie de signalisation indépendamment de STAT1 
induite par l’IFN. L’ensemble de ces données sont en accord avec les résultats que 
nous avons obtenus dans notre étude et soutiennent que STAT2 et/ou IRF9 sont capables de 
réguler une réponse antivirale et immunorégulatrice en l’absence de STAT1. 
 
4.2.0    STAT6, un régulateur négatif de DUOX2 dans la voie de 
signalisation induite en réponse au TNF+IFN 
 
La costimulation des cellules A549 par TNF+IFN permettant d’activer une voie de 
signalisation dépendante de l’activation de STAT2 et de l’induction d’IRF9, indépendamment 
de STAT1, il est possible qu’une autre protéine puisse remplacer la fonction de STAT1. 
Plusieurs publications ont présenté des travaux démontrant que STAT6, dans d’autres 
contextes que la costimulation par TNF+IFN possède plusieurs caractéristiques qui nous 
permettaient d’émettre l’hypothèse que STAT6 pouvait être impliqué dans cette voie de 
signalisation dépendante de STAT2 et IRF9. L’équipe de Xavier De Deken a présenté des 
travaux démontrant que STAT6, dans les cellules thyroïdiennes et les cellules épithéliales 
intestinales, est activé par JAK1 lors d’une stimulation par IL4+IL13 et induit l’expression de 
DUOX2 [67]. Or, la voie de signalisation induite par le TNF+IFNpermet l’expression 
tardive de DUOX2 dans les cellules épithéliales pulmonaires [44]. De plus, il a également été 
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démontré que STAT6 peut se complexer avec STAT2 et IRF9 lorsque les lymphocytes B sont 
stimulés par INF[40]. Nous pourrions donc penser que STAT6 interagit avec le complexe 
STAT2/IRF9 de la voie de signalisation induite par TNF+IFN. De plus, selon l’article de 
Huihui Chen, STAT6 joue un rôle dans l’immunité innée suite à une infection virale par SeV 
indépendamment des JAK. Ils ont démontré que lors de l’infection par SeV de cellules U4A, 
une lignée de fibroblastes où l’expression de JAK1 est inhibée, la protéine adaptatrice STING 
permet le recrutement de TBK1 qui phosphoryle la Sérine 407 de STAT6 et permettre 
l’activation d’une autre kinase qui va phosphoryler la Tyrosine 641 de STAT6 permettant 
ainsi son homodimérisation et sa translocation au noyau. Cette activation non classique de 
STAT6 permet la transcription de gènes ISG spécifiques et de chiomokines afin de recruter les 
cellules immunitaires [65]. Nous avons ainsi pensé que SeV pourrait également induire 
l’activation de STAT6 dans les cellules pulmonaires. 
 
STAT6 a surtout été identifié en tant qu’inducteur de l’expression des gènes, mais 
contrairement à son rôle de régulateur positif de l’expression génique, nos données suggèrent 
que STAT6 lors de la costimulation par TNF+IFN régulerait négativement l’expression de 
DUOX2. Bien que STAT6 ait initialement été identifié comme un régulateur positif de la 
transcription des gènes, les travaux récents de l’équipe du Dr. Paul B. Rothman ont démontré 
que STAT6 peut avoir deux fonctions, soit être un régulateur négatif ou être un régulateur 
positif de l’expression génique. Ils ont comparé le profil d’expression des gènes d’un groupe 
de lymphocytes B STAT6
+/+
 avec un groupe de lymphocytes B STAT6
-/-
 induits par la 
stimulation de l’IL-4. Les analyses ont démontré que sur un ensemble de 106 gènes, 31 gènes 
étaient exprimés en plus grande quantité et 39 gènes étaient exprimés à des niveaux plus 
faibles dans les lymphocytes B où STAT6 est présent comparé aux lymphocytes B déficients 
en STAT6. Cette expression différentielle démontre que STAT6 possède à la fois des 
fonctions régulatrices positives et négatives lorsqu’il est activé par l’IL-4. Ils ont soutenu que 
STAT6 interfère avec l’activité de NFB par compétition en se liant aux éléments de liaison 
de NFB à l’ADN. Un autre mécanisme possible est que STAT6 médierait l’induction de la 
transcription de répresseurs. [99]. Ce changement de fonction pourrait s’expliquer par le fait 
que STAT6 a été décrit pour être un antagoniste du facteur de transcription NFB. STAT6 
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peut se lier à une séquence d’ADN qui chevauche la séquence de liaison à NFB ce qui 
réprime l’expression de certains gènes [100]. De plus, les différents profils d’expression des 
protéines kinases/phosphatases ou autres protéines régulatrices peuvent influencer la fonction 
régulatrice de STAT6 [99]. Le fait que STAT6 régule négativement l’expression de DUOX2 
semble éliminer la possibilité qu’il agisse au sein d’un complexe avec STAT2 et IRF9 qui agit 
comme régulateur positif. Il est donc plus vraisemblable que STAT6 agisse parallèlement à la 
voie STAT2/IRF9. 
 
Nous avons détecté différents poids moléculaires grâce à un anticorps dirigé vers  
STAT6 (figure 3.2.3) lors de la lyse des cellules épithéliales pulmonaires. Cette variabilité 
peut être causée par la méthode d’extraction des protéines qui engendrerait une dégradation 
des protéines. En effet, la lyse cellulaire a été effectué par sonication et à l’aide d’un tampon 
de lyse NP-40. Les études du groupe de Shelburne a démontré que le tampon de lyse 
contenant les inhibiteurs de protéase standard au cours de la préparation des échantillons peut 
occasionner une protéolyse de STAT6 et créer une variabilité dans les poids moléculaires 
observés dû à la dégradation [101]. Afin de remédier à cette éventualité nous pourrions ajouter 
davantage d’inhibiteurs de protéase dans le tampon de lyse. Nonobstant la probabilité de cette 
possibilité, nous envisageons aussi l’éventualité que cette variabilité dans les poids 
moléculaire puisse être due à la présence ou l’absence de phosphorylations aux divers sites 
présents sur STAT6. 
 
Il serait important d’étudier si STAT6, lors de la costimulation par TNF+IFN est 
également un régulateur négatif de l’ensemble des gènes antiviraux et immunorégulateurs 
induits ou s’il est dans certains cas un régulateur positif. Un effet différentiel pourrait être 
envisagé en fonction de la présence d’un site NFB ou non à proximité du site de liaison de 
STAT6. Afin de répondre à cette question, nous pourrions comparer par ARNseq l’expression 
des gènes antiviraux et immunorégulateurs dans un groupe de cellules pulmonaires costimulé 
par TNF+IFN où l’expression de STAT6 est inhibée, par exemple par ARNi, à un groupe 
de cellules costimulé où l’expression de STAT6 est fonctionnelle. Ceci nous permettrait de 
connaitre si ces gènes sont régulés négativement ou positivement par STAT6. Par la suite, 
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nous pourrions costimuler des cellules A549 par TNF+IFN puis nous pourrions isoler les 
différents complexes contenant STAT6 par chromatographie par exclusion de taille et purifier 
par une IP de STAT6 différents complexes pour ensuite les identifier par le séquençage de 
deuxième génération. Ceci nous permettrait d’identifier les protéines coactivatrices ou 
corépressives recrutées par STAT6 qui pourraient être impliqué dans ce changement de 
fonction. 
 
Dans la littérature, STAT6 est activé suite à une phosphorylation de la tyrosine 641 qui 
lui permet de dimériser avec une autre protéine STAT [102, 103]. Un exemple concret est que 
la stimulation par IL-4+IL-13 permet d’induire la phosphorylation de STAT6 à la tyrosine 641 
par JAK, ce qui permet à STAT6 son homodimère par son domaine SH2 [104]. Afin de mieux 
caractériser l’activité de STAT6 lors de la costimulation par TNF+IFNet lors d’une 
infection par SeV, nous avons étudié la cinétique de la phosphorylation sur la tyrosine 641 de 
STAT6. Les résultats préliminaires de la figure 3-9 nous indiquent que la costimulation des 
A549 par le TNF+IFN n’induit pas la phosphorylation de STAT6. Il est connu que les 
STAT sont également phosphorylées sur des sérines 662 [105, 106], il serait donc intéressant 
de regarder à ce niveau si seule la phosphorylation d’une sérine sur la protéine STAT6 est 
suffisante pour sa régulation en tant que régulateur négatif. Une autre avenue possible est que 
STAT6 n’aurait pas besoin de phosphorylation pour son rôle de régulateur négatif puisque 
STAT6 non phosphorylée est capable de s’associer avec p300 et peut directement lié un site 
consensus du promoteur de la cyclooxygénase-2 (COX-2) ce qui contribue à l’expression 
constitutive de COX-2 dans les cellules pulmonaires cancéreuses [107]. Ces concepts 
pourraient également être applicables pour STAT6 lors de la costimulation par le 
TNF+IFN. Par contre, dans le contexte d’une infection par SeV, nos résultats démontrent la 
phosphorylation de STAT6 à la tyrosine 641 à 8 heures post-infection et qui augmente à 16 et 
24 heures, ce qui corrobore avec l’activation de STAT6 par la phosphorylation de la tyrosine 





Chapitre 5: Conclusion et perspectives 
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Notre étude a permis de démontrer qu’il existe une voie alternative induite 
synergistiquement par TNF+IFN qui est dépendante de STAT2 et IRF9 sans la contribution 
de STAT1, contrairement à la voie classique induite par IFN seul déjà bien caractérisée qui 
est médiée par le complexe ISGF3 (STAT1/STAT2/IRF9). Cette nouvelle voie contrôle 
l’expression tardive de gènes immunorégulateurs et antiviraux incluant DUOX2, APOBEC3G 
et CXCL10, tout induits par l’action synergique entre TNF+IFN dans les cellules 
épithéliales des voies respiratoires. Finalement, plusieurs caractéristiques nous amenaient à 
penser que STAT6 était impliqué dans la voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9, 
indépendamment de STAT1. Nos données suggèrent que STAT6 serait un régulateur négatif 
dans l’expression de DUOX2 autant lors de la costimulation par TNF+IFN que lors d’une 
infection par SeV. Par contre dans le contexte de la costimulation, l’activation de STAT6 ne se 
fait pas par la phosphorylation de la tyrosine 641 comparativement à son activation induite par 
SeV. Il est tentant de penser qu’un partenaire spécifique pourrait remplacer STAT1 dans un 
nouveau complexe STAT2/IRF9 induit par TNF+IFN. Il serait donc intéressant d’identifier 
les partenaires d’interaction de STAT2 et IRF9 par une approche protéomique. Le rôle des 
nouveaux partenaires sera déterminé par la technique des ARNi dans le contexte de la 
régulation des gènes induits en réponse à la costimultion par TNF+IFN. 
 
Afin d’approfondir l’étude des régions régulatrices de STAT2 et de IRF9 au promoteur 
de CXCL10, nous pourrions utiliser la technique de ChIP puisque nous avons déterminé les 
régions promotrices sensibles à la costimulation par TNF+IFN. Il serait également 
important de déterminer, par la technique d’ARNseq le profil des gènes induits par la voie de 
signalisation dépendante de STAT2/IRF9, indépendamment de STAT1 en réponse à l’action 
synergique entre TNF+IFN. Nous pourrions utiliser les U3A transfectées avec des ARNi 
contrôle, ou dirigés contre STAT2 ou IRF9 et stimulées par TNF+IFN. Une analyse 
différentielle des gènes régulés par STAT2 et/ou IRF9 permettrait d’avoir une image globale 
de l’implication de cette régulation tardive dans le contrôle d’une réponse antivirale et 
immunorégulatrice lors d’une infection virale. Finalement, si les résultats confirment que 
STAT6 est bien impliqué dans la voie de signalisation induite par la costimulation du 
TNF+IFN, il serait intéressant d’évaluer s’il se complexe avec des protéines en faisant une 
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coimmunoprécipitation de STAT6. De plus, nous pourrions déterminer par l’utilisation 
d’ARNi ciblés contre STAT6, si les gènes trouvés pour répondre à la costimulation du 
TNF+IFN sont tous régulés de la même manière par STAT6. 
 
En conclusion nos résultats permettent de comprendre de manière plus détaillée les 
mécanismes de la défense de l’hôte lors d’une infection virale. La caractérisation encore plus 
détaillée de cette voie de signalisation induite par la costimulation du TNF+IFN permettrait 
de savoir si cette voie de signalisation est complémentaire à la voie de signalisation induite par 
les IFN. Nous pourrions penser qu’elle aurait pour fonction de soutenir la réponse antivirale 
afin d’offrir un mécanisme de défense plus efficace. Ainsi, dans le cas d’une inflammation 
chronique qui peut causer par exemple une obstruction des voies respiratoires ou autres 
conséquences de cette pathologie, il serait intéressant de considérer l’élaboration d’un 
médicament qui ciblerait spécifiquement une protéine impliquée dans la voie de signalisation 
induite par la costimulation, mais qui ne se retrouve pas dans la voie de signalisation induite 
par les IFN. Ceci diminuerait considérablement les effets secondaires causés par des 
médicaments actuels comme des inhibiteurs de TNF, des IFN ou de Jak qui sont impliqués 
dans des voies de signalisations importantes pour le bon fonctionnement de l’organisme. 
Notons que le rôle des IFN de type I et du TNF ne se limite pas seulement à la réponse 
antivirale. En effet, une anomalie de l’expression des IFN de type I et du TNFest également 
responsable de différentes pathologies pour l’homme. Prenons l’exemple du psoriasis, une 
maladie autoimmune très fréquente. Cette maladie est caractérisée par une plaque 
érythématosquameuse causant une inflammation dermique et épidermique qui est responsable 
d’une augmentation de la prolifération des kératinocytes. Il y a trois types de cellules 
immunitaires connus qui participent à la lésion de psoriasis : les CPA, les lymphocytes T et les 
kératinocytes. Ces cellules immunitaires provoquent une inflammation cutanée due à 
l’activation des lymphocytes T par les CPA et par le recrutement des composantes 
inflammatoires, comme une augmentation du TNF. Un des traitements actuels administré 
aux patients ayant la forme modérées à sévères du psoriasis est nommé Infliximab, qui est un 
anti-TNF. Ce médicament neutralise le TNF soluble . Plusieurs voies de 
signalisation sont dépendantes du TNF, c’est pourquoi une diminution du TNF dans 
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l’organisme peut perturber l’homéostasie de la signalisation cellulaire et créer des effets 
secondaires considérables. Il est donc extrêmement intéressant de comprendre ces 
mécanismes, encore méconnus, qui sous-tendent la synergie entre deux cytokines au niveau de 
la transduction du signal afin de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques. De plus, 
l’étude de la combinaison du TNF et de l’IFN étudiée dans ce projet peut être considéré 
comme modèle de concept afin de mettre en évidence un tout nouveau paradigme des 
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